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ヒ ト胎児肺由来線推芽細胞 の 性状

金 沢 大学 大学院医学研 究科ウ ィ ル ス学 諦亜 (二行住 : 波= 野 基･
･ 教授)

神 谷 茂

( 昭 和5 7 年1 1j 9 [】受 付)

ヒ ト胎児肺細胞 ( H u m a n E m b r y o n i c L u n g fib r o bl a s t s : H E L ) を用 い て
,

ヒ ヒ 内在性ウイル ス

( B a b o o n E n d o g e n o u s V i r u s : B a E V ) 持続感染 に伴な う 細胞生物学的性状 を調 べ た . B a E V 感染

ら 130 日 , 細胞寿命が 尽き る まで
,

安定な B a E V 持続感染細胞 ( H E L B E ) が維持さ れ
,

この期間中

細胞変性効果や トラ ン ス フ ォ
ー

ム 等の 形態変化は 認め ら れ な か っ た .
m a s s c ul t u r e で の細胞増殖には H E

L , H E L B E 両細胞 間で 差異 は全く み られ なか っ た . しか し ,
B a E V 持続感染に よ り

,
S p a r S e C ult u r e

で の コ ロ ニ
ー 形成率 (Pl a ti n g E ffi ci e n c y : P E) は, 非感染対照 の 約 1/ 1 0 に 低f した . 持続感染及 び非感

染細胞 由来の
`

c o n d iti o n e d m e d i u m
,

中で培賛す る こ と に よ り, H E L B E 細胞の P E は非感染細胞の レベ

ル にま で回復さ れ
,

B a E V 持統感染 によ る成長促進 因子の産生 や活性化の 低下が 示唆 され た
.

H E L B

E 細胞で の染色体変 化 他種 ウイ ル ス 増殖許容性,
コ ラ ー ゲ ン 合成能 を検索 した と こ ろ

,
H E L 細胞のそ

れ とほ ぼ 同様の 結果 を得 た.
S V - 4 0 に よ る ト ラ ン ス フ ォ

ー

ム 率 で は B a E V 持統感染に よ る若干の上昇

を みた が
, 他の トラ ン ス フ ォ ー ム 因子 (化学発が ん物質処理 , 放射線照射 な ど) に よる ト ラ ン ス フ ォ

ー メ

ー シ ョ ン に は影響は な か っ た . 従 っ て
, 本 ウイ ル ス は

一 般 に 持続感染 に よ り ヒ ト細胞の 生物学的酒性に著

明 な変化 を与 えず に, 細胞 と共存 し内在 化す るもの と 思わ れ た
.

K e y w o r d s H u m a n E m b r y o n ic L u n g fib r o b l a st s
,
B a b o o n E n d o g e n o u s

V ir u s; p l a tin g effici e n c y ,
i n v it r o t r a n sf o r m a ti o n

ヒ ヒ 内在性 ウイ ル ス ( B a b o o n E n d o g e n o u s V i r u s ,

以下 B a E V と略) は K al t e r ら
l) に よ り ヒ ヒ 胎盤中よ

り電顕的に 見 出さ れ , 感受 性細胞 と胎盤組織 と を混合

培養 する こ と よ り感染性 ウイ ル ス と して 分離 され た
2)

.

こ の ウイ ル ス は
,
逆転写酵素( R e v e r s e T r a n s c ri p t a s e

,

以下 R T と略) をも ち電顕的 に C 型の 形態 をと り
,

ヒ

ヒ細胞 D N A と ハ イ プ リ ッ ト形成が 可能で ある .
ヒ

ヒ よ りも ヒ トに よ り近縁 な 羊毛猿や ギボ ン か らも レ ト

ロ ウイ ル ス が検 出され て い る が
3) ヰ)

, こ れ ら は細胞内在

性で は なく, B a E V が ヒ ト に 最も近縁 な内在性 レ ト

ロ ウイ ル ス で ある と い わ れ て い る
.

B a E V の相補性

D N A を プ ロ ー プ と して 霊長類細胞 D N A と ハ イ ブ

リ ッ ド形成を行 な っ た結果, 旧世界ザ ル と ホ モ ロ ジ ー

を も ち
, 新世界 ザ ル や ヒ ト と は 4 % 程度の ホ モ ロ ジ ー

C h a r a ct e ri stic s of H u m a n E m b r y o ni c L u n g

し か も た なか っ た
5】

.
ま た ヒ ト D N A はア ジア起源の

オ ラ ウ
一

夕 ン や ギ ボ ン と 同程度 に B a E V の c- D N

A と反応す る こ と よ り ,
ヒ トの 起源 はア ジアの猿類で

あ ろう と い われ て い る
6)

.
ヒ ト腫瘍組瀾 や細胞株からレ

ト ロ ウ イ ル ス 様 粒 子 の 検 出 さ れ た と の 報告は多い

が
7 ト 10)

, 確 実に ヒ ト由来と 決定さ れ た もの はない . これ

ら の レ ト ロ ウイ ル ス の 多く は B a E V 核酸と部分的ホモ

ロ ジ
ー

をも つ こ と か ら
1 1)1 2 )

,
ヒ トの 発 がんと B a E v との

関連が 注目さ れ て 来た
.

B a E V は ヒ ヒ自身の 細胞では

増殖 で きな い が
,

他種 の 細胞( ヒ ト , イ ヌ
,

コ ウモリ
,

ブ タ) で増殖で き る x e n o t r o pi c な ウイ ル ス である
･

ヒ

トの細胞 に 感染後,
R T に よ り 二 本鎖 D N A となり,

8 . 6 ～ 9 . O k b の g e n o m e
1 3 )

が 完全な 形で ( c oli n e a r) ヒ

ト D N A に 組み 込 ま れ て い く . 一一 倍体あた り1
～ 2 個の

F ib r o b l a st C ells P e r si st e n tly I nf e ct e d with

B a b o o n E n d o g e n o u s T y p e C V ir u s . S hi g e r u K a m i y a , D e p a rt m e n t o f V ir ol o g y (Dir e ct o r:

P r of . M . H a t a n o) , C a n c e r R e s e a r c h I n stit u t e
,
K a n a z a w a U n iv e r sit y ･

ン

′1
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ヒ ヒ 内在性 ウ イ ル ス 持続感染細胞の 性状

プロウイ ル ス が コ ピ ー

さ れ , そ の染色体上 の位置 と し

て6 番
川 又は 19 番1 5) が想定 され て い る

･

このよう に B a E V の と 卜細胞 へ の感受性が し られ,

更にヒ ト腫瘍細胞 由来 レ ト ロ ウイ ル ス と の 相補性 が問

題とされ てい る が
,

ヒ ト正 常細胞 に お ける B a E V の感

染病理に関する研究 は少な い
･ そ こ で と 卜生体 へ の 感

染のin vi tr o
モ デ ル と して ,

ヒ ト正 常胎児肺線椎茸細

艇を用い て, B a E V 持続感 染の も た らす細胞生物学的

変化を, 細胞増殖能, 染色体変化, 他種 ウ イ ル ス 増殖

許容性 コ ラ
ー ゲ ン 合成能な どの点か ら検 討 した

.
さ

らにB a E V 感染と が ん化 と の 関係を知 るた め
,
化学発

がん物質処理
,

Ⅹ 線照射, 及 ひ塞 が ん ウイ ル ス感染等

を用い てi n vi t r o t r a n sf o I
'

m ～1 ti o -1 a S S a y も試み た.

材 料 と 方 法

Ⅰ . 使用細胞

ヒト胎児肺線維芽細胞 ( H u m a n E m b r y o ni c L u n g

fib r obl a s ts ,
以下 H E L と略) は

, 在胎 5 ケ月男児

肺を石川 県立中央病院塵婦 人 科矢吹博 士 よ り 分 与 さ

れ, トリプシ ン 分散 に て初 代増発 を行な っ た . 継代 は
,

0 .25 % トリ プ シ ン 分散後 1 : 2 の s plit で行 な い そ の度

にp o p ul a ti o n d o u b li n g l e v el ( 以下 P D L と略) を 1

ずつ増した
.
A 2 0 4 細胞

刷
( ヒ ト横紋筋肉腰 由来細胞株)

及びA204 B E 細胞( B a E V 持続感染の 上記細胞) は慶

大高野博士 より分与 を受 け た . 培地は 10 % 仔牛血清加

ダルベ
ッ

コ 変法イ
ー グル M E M 培地 ( 日水) を用 い,

37
0

C で培贅した
.

B H K - 2 1 細胞( ハ ム ス タ ー 腎由来)

の仔牛血清演度 は 2 % と し た .

ⅠⅠ
.

ウイル ス

B a E V ( M 7 株) は A 2 04 日E 細胞 の 培養 上帝 を低

速遠心後ミ
.
リ ボ ア フ ィ ルJ

タ
ー

(() .4 5 FE
,

M illi p o r e C o .)

で炉過し
,

- 8 0
0

C に 保存 し たも の を用 い た
.
V S V ( V e si -

C ula r S t o m a titi s V i r u s , N e w J e r s e y 株) H S V
-

1

(H e r p e s S i m pl e x V i r u s t y p e▲- 1
, H F 株) は B H K

- 2 1 細胞で増殖さ せ た もの を用 い た
.
S V - 4 0 ( S i m i a n

Vir u s
-

∠軋 777 株) は東大医科研小日ヨ博士 よ り分与 を

受けた.

ⅠIl
. 逆転写酵素活 性 の 測定

B a E V の 定量は B a E V の 保有す る逆転写酵 素 ( R e
-

●Je rS e T r a n s c ri pt a s e
,

以下 R T と 略) 活性の 測定に 依

った
.
Li eb e r ら

1 7) の方法 に よ り , 液交換後 24 時間の 培

養上清を12
, 0 0 0 g l O 分遠心 し細胞成分 を除 き

, 上帝を

20 % グリセ ロ
ー ル (0 . 0 5 M T ri s

p

H Cl ( p H 8 . O) ,
0 .1

M E Cl 含む) 上に 重層 し 105 ,0 0 0 g ,
9 0 分の 超遠心を

行なっ た
. 沈査を 0 , 1 m l の T N D 緩衝液(0 . 0 5 M T ri s

-

H Cl (p H 8 . 0) 0 . 1 0 M N a Cl l O
N 3

M d ith i o th r eit ｡1)

に懸濁した . 酵素特性の 測定は S a ri n ら
1 叫乃方法に 準 じ

123

て行な っ た
.

ウイ ル ス 液40 JJ = こ 1 % N P ･4 0 .1 0 /`l を

加 え, 水中10 分静置後,
反応混合液 〔100 m M T ri s

- H Cl ( p H 8 . 0) , 8 0 m M K C l , 4 m M d ith i o th r eit ol ,

2 m M Z n ( C H 3 C O O) 2 , 0 ･ 0 2 A 2 8 ｡ p Ol y (r A ) ｡ 0 1ig o

(d T ) 1 2 _ 1 8 ( P L B i o c h e mi c al C o .) ,
2 . 5 FL Ci

3
H

-

d T T P (1 6 . 6 Ci/ m m ol
,

N e w E n gl a n d N u cle a r)〕50

〟1 を加 え
,
3 7

0

C l 時間反応 させ た . 1 5 町l の 1 N 過塩

葉酸を添加後急冷 (0
0

C ) し反応 を止め た . キ ャ ア リ
ー

と し て仔牛胸腺 D N A (1 m g/ m l S i g m a C o .) を 10 0

〟1 加 え混合 し水 中に て 10 分静置 し た . H 2 0 0 . 3 m l 加

え低速遠心後沈査 を 100 ノJl の 0 . 2 N N a O H に 溶か し

更に 3 m l の 10 % T C A を加え水中に20 分静置した
.

反応液 を フ ィ ル タ
ー ( W h a t m a n C o .) 上に集め 10 %

T C A に て 3 回洗浄 し乾燥さ せ た .
シ ン チ レ ー

シ ョ ン液

を加 え, 酸不溶性画分 へ 取 り込ま れ た･
a
H ■ T M P の

P m Ol e 数 を c ul t u r e あた りに換算 し R T 活性と した . ま

たi n f e c ti o n u s u n i t の 測定 は, T a m u r a ら
1 9) の方法に

準じ た . 単層培寒され た H E L 細胞 に段階希釈 した B a

E V を2 時間吸 着感 染さ せ
, ト リ プ シ ン 分 散後 1 : 2

S Plit で継代増発 し, 感染後 8 日 ( 継代 2 回) の増発上

宿を採り, R l
､

活性 を測定 し 0 .3 p m ol e の
3
B - T M P

の 取 り 込 み を 示 す 希 釈魔 の 逆 数 を T CI D ( T is s u e

C u lt u r e I n f e c ti n g D o s e) と した .

1＼1 免疫 蛍光法 (1 m m u n e F l u o r e s c e n c e : I F)

漉縮 した B a E V (6 2 4 m l → 1 . 5 m l) を10 ～ 5 0 %

薦糠密度勾 配に 重層 し
,
S W - 2 7 ロ ー タ ー に て 26 , 0 00

r p m 2 時間超遠心分画 し
, 各分画 につ い て R T 活性を

測定し.
,

R T の ピ ー ク の 画分を集 め
, 同様の超遠心操

作 を繰 り返 し部分精製さ れ た B a E V を得た
.

こ の 分

画 を家鬼腹腔 内に 4 匝l (1 週毎) , 耳静脈に 1 臥 F r e
･

u n d
'

s c o m pl e t e a dj u v a n t と共に接種 し( 総蛋白畳 34 . 7

m g) ,
最終接種か ら 7 日目 に 採血し抗 B a E V 血清を

得 た . 仔牛血清 ア セ ト ン 末
,

A 2 0 4 細胞,
H E L 細胞

と吸 収さ せ
,
I F に 供 した . カ バ ー ス リ ッ プに 培寒さ れ

た細胞 をア セ ト ン に て固定し ト 20
0

C l O 分 , 末固定標

本で は省略)
, 抗 B a E V 血清 (1 : 5 0) と 37

0

C 30 分

反応さ せ , P B S 洗浄後,
F I T C 標識 ヤギ抗 ウサ ギ7

S
-

r - g l o b u l in ( H yl a n d C o .) 1 : 2 0 と 3 r C 3 0 分反応

させ
, 登光顕微鏡下 に て検鏡 した .

Ⅴ .
へ マ トキ シ リ ン エ オ ジ ン 染色

カ バ ー ス リ ッ プに 単層培茸され た細胞 を95 % エ タノ

ー ル に て10 分固定後
,

へ マ ト キ シ リ ン液に て 5 分染色

し水洗す る
.
1 % エ オ ジ ン液 に て 3 分染色し純 エ タノ

ー

ル で 3 回脱水後 キ シ ロ
ー ル 処理 し ビオ ライ ト に て封入

し た
.

VI . 染色体標本の 作成

M o o rh e a d
2 0)

らの 方法 に 準じた . 対数増殖期の細胞 に



1 2 4

コ )t/ セ ミ ド( Gi b c o C o .) を 0 . 5 FL g/ m l に 添加 し 3 r C 7

時間前処理 した . トリ プ シ ン分散 徽 低張処理 し
,
( 1

% ク エ ン 酸 ナ トリ ウム , 1 0 分) , 水中に て C a r n o y 液(氷

酢酸 : メ タ ノ ー ル = 1 : 3) で 固定す る . 3 回新鮮 な 固定

掛 こ替 えて か ら 50 % アプレコ
ー ル に 浸 したス ライ ド グラ

ス 上 に細胞 懸濁液を 2 ～ 3 滴, 滴下 し速や か に ガ ス バ ー

ナ
ー

に より乾燥さ せた(fl a m e
-

d r yi n g) . 染色 は 10 %

ギム ザ 液 ( M e r c k D a .) に て 20 分行な い 鏡検 した
.

そ

の モ ー ド
, 性 , 染色体異常の判定 に は 100 個 の m e t a

-

p h a s e の細胞 を観察 した
.

m it o ti c i n d e x は 1
,
0 0 0 偶の

細胞 中の m e t a p h a s e の割合 を,
4 倍体 比 は 500 偶の

m e t a p h o s e 中の4 倍体の割合をそれぞれ百 分率で求 めた
･

ⅥⅠ. 細胞増殖 の 観察

1 . M a s s c ult u r e で の細胞増殖

単層培養さ れ た細胞 を トリ プ シ ン 分散 し
,
6 0 m m シ

ャ
ー レ あた り 5 . 0 ×1 0

5

個 を植 え込 み 5 % C O 2 下 37
0

C

で培養 した
.
2 4 時間毎培地交換 し経 時的 に細胞数を白

血球算盤に て計測 した . 3 枚の シ ャ
ー レ の平均値をと っ

た .

2 . S p a r s e c u lt u r e で の 細胞増殖

60 m m シ ャ
ー レ あた り10

2
～ 1 0 3 偶の細胞を植 え込み

,

1 週後培地交換 し2 週後 にメ タ ノ
ー

ル 国定 し10 % ギム

ザ 液に て染色 した(20 分) . 直径 2 m m 以上で か つ 密集

した コ ロ ニ ー を 1 コ ロ ニ
ー

と して 数 え,
5 枚の シ ャ ー レ

の平均値 をとっ た .
コ ロ ニ ー 形成率( Pl a ti n E ffi ci e n c y ,

以下 P E と略) は次式 よ り得 た
.

P E =

形成され た コ ロ ニ ー 数

植え込ん だ細胞 数

ま た B a E V 持続感染細胞 の P E の 変化 をみ るた め

相対的コ ロ ニ ー 形成率 ( R el a ti v e P l a ti n g E ffi ci e n c y ,

以下 R P E と略) を次式 に よ り得た
.

R P E =

B a E V 持続感染 H E L 細胞 の P E

H E L 細胞 の P E

3 . 細胞寿命の 観察

単層培養さ れた H E L 細胞 (5 ～ 1 0 P D L ) に B a

E V を37
0

C 2 時間吸 着 させ トリ プ シ ン 分散後, 培養

瓶 (18 c m
2

) あた り 2 . 5 ×1 0 5 偶の細胞 を植 え込 み 培養

を続 けた . 細胞寿命が 尽 き る まで継代 して ゆ き
, 継代

毎細 胞数 を測定 し次式 よ り 累積増殖数 ( C k ; C u m ul a ･

ti v e g r o w th n u m b e r) を算定 した .

C 烏
= ∑10 g

官盲う口前

Ⅹi : 総代i 代目で の細胞数

4 . C o n di ti o n e d M e d i u m の調整

定常期 (培養 5 ～ 9 日) に 入 っ た細胞 を用い た (細胞

谷

密度 1 ･ 3 ～ 1 ･ 6 ×1 0
5/ c m

2

) ･ 培地 交換後 24 時間の培養

液 を 採 り, 低 速 遠 心 後 4
0

C に 保 存 し C o nd iti o n ed

M e d i u m ( 以 下 C M と 略) と し た
.

Ⅵ軋 他種 ウ イ ル ス の 感染

H E L 細胞及 び その B a E V 持統感染細胞にl ｡ W

m . 0 .i . ( m ul ti pli ci ty o f i n f e c ti o n ) で H S V q

l (1 .3 ×

1 0. 5

pf u/ c e11) 及 び V S V (6 ･ 8 ×1 0- 4

pf u / c e11) を

感染 させ
, 経時的に 増 発上 清 を 掛 〕低速遠心後 -

80
0

c

に 保存 した
. pl a q u e a s s a y に は B H K - 21 細胞を用

い
,
ウイ ル ス 吸着後 2 % 仔牛血 清 M E M 培地を含む0 .9

% 寒天 ( V S V ) 又 は 0 ･3 % ア ガ ロ ー ス ( H S V -

1)

を 重層 し
,
3 7

0

C 5 % C O 2 下 2 日 間培養 し形成された

プ ラ ッ ク 数を計測 し, その yi eld と した .

ⅠⅩ.
コ ラ

ー

ゲ ン合成量 の 測 定

コ ラゲ ナ ー ゼを用 い た P e t e rk o f sl( y
21)らの方法に基づ

き
, 実験 手技 は組織増発 に 適 した S c h w a r z ら

2ヱ)の方法

に準 じた . 培養 1 日目 ( 対数増殖期) 及 び7 日目(定

常期) の細胞 に 50 /J g/ m l ア ス コ ル ビ ン 酸ナトリウム
,

2 0 JJ g/ m l β
- ア ミ ノ プ ロ ピオ ニ トリ ル

, 〔2
,

ト
3
Ii〕

- プ ロ リ ン (2 4 . 9 C i/ m m ol , N E N ) 1 0 JJ Ci/ m l を加え

37
0

C 3 時間培 養し た .
N a O H を 0 .2 5

M
に 加えO

O

C lO

分静置 した 後, 毛細 ピペ ッ トで揆拝 し更に 26 ゲ ー ジ注

5 0 1 0 0

d a y s p o s t i n f e c t i o n

Fi g , 1 . R e v e r s e T r a n s c ri pt a s e( R T) a c ti vity in

c ul t u r e s u p e r n a t a n t s o f = E L B E (- + ) a n d H E L

( ･ ‥ ○ …

) c ell s . C ul t u r e s u p e rn a t a n t S W e r e h a r v e sted

a t 2 4 h o u r s af t e r th e l a st m ed i u m ch a n g e ･ R T

a c ti v it y w a s e x p r e s s e d a s p m ol e s of
3
Ⅰト T M P

i n c o r p o r a t e d i n t o a cid
-

i n s ol u b l e r a di o a c ti vity

p e r c u lt u r e .



ヒ ヒ 内在性 ウィ ル ス 持続感染細胞の 性状

射針で5 回吸引 し反応 に 供 した
･ 反応 液 は 0 ･ 8 m l の

b uff er A 〔0 ･1
M N a C l

,
0 ･ 0 1

M
T e s ( N - T ri s h y d r o x y

･

m eth yl m eth y 卜 2 -

a mi n o r e th a n e s u lf o n i c a ci d)

pH 7 ･2 , 0 ･ 0 01
M
C a Cl か 1 % ( W / V ) p r o li n e〕,

0 ･ 4

ml の0 ･5
M

T e s ( p H 7 ･ 2)
･

0 , 1 mi の 1
M

H C l に 0 ･ 5

血 の試料 を加 えた ･ 0 ･2 5 m l ずつ の混 合液 を分注 し,

ま繚管A に b u ff e r A , 試験管 B に は コ ラ ゲ ナ ー ゼ 25

単位 (A d v a n c e B i of a c t u r e C o ･ , F o r m III) , 試験管

c にはP r o n a s e ( 科軌 1 m g/ m l , 50 JL l) を入 れ 37
0

C

l 時間反応さ せ た
.

1 0 % T C A l m l にて 反応 を停止

させ
,

フィ ル タ
ー ( W h a t m a n C o ･) 上 に 集め 2 % T C

A で3 回洗浄した
.

シ ン チ レ ー

シ ョ ン カ ウ ン タ ー に て

酸不溶性放射活性 を測定 した . 合成され た 蛋白 に 対す

るコラ
ー ゲ ン の比率は 次式 よ り導い た .

% c oll a g e n
=

( A 冊C) N ( B
N

C)

A
-

C
× 1 0 0

A
-

C

( A
,

B , C は各試験管 内測定 c . p . m . 値)

また相対的 な コ ラ
ー

ゲ ン 合成 建 の 補正 は Di e g el 一

皿 a n n ら
23)

に よる次式 に 依 っ た ｡

5 1 0

f r a c t 土o n

1 5

d e n s i . t y

l . 2 0

1 . 1 0

Fig ･ 2 ･ R e v e r s e T r an S C ri p t a s e ( R T) a c ti v i ty i n

fr a c ti o n s b y s u c r o s e g r a d i e n ts ul tr a c e n t rif u g a ･

ti o n of c ul t u r e s u p e rn a t a n t S Of H E L B E (一一
･

針
- -

)
a n d H E L ( ･ ･ ･○ ‥ ･

) c ell s . S u c r o s e d e n sit y o f e a c h
fr a c ti o n w a s pl o tt e d t o g et h e r ( + ) .

r el a ti v e % c o 11 a g e n =

C O11 a g e n x l O O

n o n
q

c o ll a g e n o u s p r o t ei n X 5 .4 + c oll a g e n

( A
-

B) ×10 0

1 2 5

〈( A
p

C ) - ( A
-

B)〉×5 A + ( A
M

B)

9 ～ 1 0 偶 の デ
ー

タの 平均値 を その合成量と した .

X
. 形質転換 (t r a n s 払 r m 乱ti o ‡l) の 観察

1 . 化学発が ん 物質に よ る処理

2 ×10
8

個/ m l に調整 した細胞-こ 4
-

ニ トロ キノリン ー

N

オ キ シ ド (4 N Q O
,
和光) , N

-

メ チ ル
一 再 -

ニ トロ
ー

N - ニ トロ ソグア ニ ジ ン ( M N N G , 和光) をそれ ぞ

れ 0 ･ 1 J( g/ m l川 .2 〟g/ m l の 浪度 で 37
0

C 3 0 分処理 し,

シ ャ
ー レ あた り5 ×10

β

偶の細胞を植え込ん だ. 1 週毎そ

の 1 部を 1 : 4 に継代し4 適以上培裟 し, 形質転換の 発

現を観察 した
.

2 . X 線照射

対数増殖期の細胞 に 200 ～ 6 0 0 r a d の 線盈 の Ⅹ 線を

照射 し(東芝 K X C -

1 8 型, 5 4 r a d / mi n ) , 更 に培餐 を

続 け定常期 にな っ た後 1 : 4 に継代 し, 以後 1 過敏 こ継

代 し45 日間観察を統 け た
.

3 , S V
-

4 0 に よ る感染

対数増殖期の 細 胞 を トリプ シ ンに て分散し
,
5 ×1 0

5 偶

の 細胞 を1 m l の 培薬液 に 懸濁し
,
こ れ にS V - 4 0 1 m l

(3 × 1 0
9

pf u/ m l) を加え
,

ポ リア ロ マ ー チ ュ
ー ブ申で

37
0

C 2 時間感染さ せ た . そ して シ ャ
ー レ あた り 5 ×10

ヰ

偶

の 細胞 を植え込 み
, 過 2 回培地交換 しな が ら24 日間培

養を続 け フ ォ
ー カ ス の 形成 を観察 した

.

成 繊

Ⅰ . B a E V 持続感染 ヒ ト胎 児肺線維芽細胞細胞 の

樹立 化

単層培養 され た H E L 細胞 (7 P D L) に ウイ ル ス

吸 着性 を増す た め
,

2 5 p g/ m l D E A E
-

d e x t r a n

(P h a r m a ci a C o ,) で 37
0

C 3 0 分前処理 した
. 洗浄後 B a

E V O . 5 m l を 3 7
0

C 2 時間吸着さ せ た ( rn . 0 .i .

= 5 ×1 0
- 5

T C I D / c ell) . 対照 と して, A 2 04 細胞の培養上清を

接種 した . 洗浄後 ト リ プ シ ン に て分散 し, 1 : 2 に継代

培養し
,
1 ～ 2 継代毎に培養上清を採取 し, R T 活性 を

測定 した
.
B a E V 感染細胞で は 感染後7 日で 4 .2 p m ol e ,

14 日で 8 . 1 p m o l e の高い R T 活性 を認め, B a E V

の 増殖が み られ た
. 以後 130 日 まで 0 . 9 4

～ 4 . 9 0 p m ol e

の 高い R T 活性を示 す安定な B a E V 増殖が 窺われ

た(Fi g .1 .) . 非感染細胞の R T 活性 は全経過 を通 じ全

く認 め られ ず, P a n e m ら
2 4)

の報 じた H E L 細胞由来

の レ ト ロ ウイ ル ス は著者の場合検出され な か っ た .

その 後世代時間の 延長, 細胞の 拡大化, 細胞集団の



1 2 6

Fi g . 3 . I m m u n o fl u o r e s c e n s e o f H E L B E 1 6
- 9 ( A )

a n d H E L 1 6 ( B) c ell s st a i n e d wi th a n t 卜 B a E V

r at)b it s e r u m (1 : 5 0) .

F i g .
4 . M i c r o s c o pi c al m o r p h ol o g y i n H E L B E 1 8

-

1 1

(A ) a n d H E I . 1 8 ( B) c ell s st ai n e d w ith h e m a
-

t o x yli n
-

e O Si n .

谷

不均
一

化 な ど の老化現 象は
, 感染後 90 日 よ り徐々 に認

め られ
,

この 時期か らの R T 活性 は最高値の 12 ～ 25 %

に 低下 して い た
.

そ して
, 感染, 非感染両細胞ともに

感染後約 13() 日 (3 9 P D L) に 増殖 分裂能 を喪失した
.

そ こ で
,

以下 の 実験 で は
, 老化 を示 す 以前の B a E V

感染 20 ～ 9 0 日 まで の 細胞 を用 い た
.

感 染 H E l ■ 細胞 の 産生す る B a E V 粒子 の密度を

測定 し
,

B a E V の確認 をす る た め に 培養上清を濃縮

して (14 0 m l → 0 ･ 5 m l) ,
1 0 へ 溺 % 蕉糖密度勾配に重

層 し,
10 5

,
0 0 0 g 1 4 時間超遠心 し た . 各分画に つ いてR

T 活性と密度 を測定 した と こ ろ, 密度 1 ･1 5 ～ 1 .16 の両

分に 1 つ の R T 溶性 の ピ ー ク が認 め られ た (Fig .2 .)
.

この 密度は
, C 型 R N A ウイ ル ス に 特徴的で

, S a ri n ら1 8一

の 報 告と も ほ ぼ
山 致 して い る .

つ い で B a E V 特異性を さ ら に 確認す るため, 感染

細胞の I F に よ る染色 を行な っ た ( Fi g . 3 .)
. 固定標

本で は
,
そ の 殆 ん どの細胞の 細胞 質中に広汎に B a E V

特異蛍光が認 め ら れ たが
, 非感染細胞 では全く特異蛍

光が 検 出さ れ な か っ た
.

ま た未固定で は
, 細胞膜にお

け る特異蔑光も 検出さ れ た . 以 上 の 事 実に より
,
B a E

V 感染の 結果
, 細胞 レ ベ ル の 持統感染が H E L 細胞

で成立 して い る こ と が わか り , 以下持続感染細胞を H

E L B E 細胞 と記 す こ とと す る
.

ⅠⅠ. 形態学的変化

H E L B E 細胞 の光顕的形態 は H E L 細胞と殆ん

ど変 らず
, 融合細胞,

封入 体形成, 核内ク ロ マ チンの

変化 等 は認 め られ な か っ た (F i g . 4 .) .

王ⅠⅠ. 染色体分 析

H E L B E 1 4 - 7 ( 1 4 P D L
,

7 継代目) , H E

L 1 4 (1 4 P D L ) の 細胞を 用 い て染色体分 析を行なっ

た( T a b l e
-

1 .) . 染色体数の モ ー

ド は とも に 46 で
,

ヒ

ス トグ ラ ム で も そ の 拡が り に 差異 は認められなかっ た.

m it o ti c i n d e x は H E L B E が 7 . 4 % , H E L が9 .2

% で あ り著明な差 は な か っ た . しか し4 倍体比 はⅢE

L B E
,

H E L そ れ ぞ れ 1 . 8 % ,
1 . 0 % で あり有意な

差異で はな い が ,
B a E V 持続感染細胞の 方に4 倍体

が 多 い 傾向が み られ た
. 染色体異常を 来した細胞の割

合 は H E L B E
,

H E L と も に 4 % で
,

その内訳は全

て B r e a k
,

も し く は G a p で あ っ た
.

H E L 細胞にお

い て も低頻度 なが ら異常が認 め られ た の は, 培養日数,

培養条 軋 標本作製上 の諸操作等 に 由る もの と思われ

る
.

こ れ ら の 結果 よ り B a E V 持続感染に よる染色体

レ ベ ル で の 変化 は
一 般 に 少な い が

,
若干 の 影響が考え

られ た .

ⅠⅤ, 細胞増 殖に 対 す る B a E V 持続感染化の 影響

1 . M a s s c ul t u r e で の細胞増殖

H E L B E
,

H E L 細胞 と とも に 培養 1 日目から5
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s e x
i霊競)

t

禁憬 警蕊 ㍊

HE L B E 1 4-7
*

46 m a l e 7 ･ 4 1 ･ 8 4

H E L 14 4 6 m a l e 9 ･ 2 1 ･
O 4

*
c ell s w ith 1 4 P D L a t 7 th p a s s a g e a ft e r B a E V i n f e c ti o n

3
洋

一 で肝

(p m o l e )

(

貞
潔
T
-
○
-

-

望
誓
岩
出

t

-
あ
ー
-

)

2 4 6 8

C u l 七u r e d a y s
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日日まで対数的 に増殖 し
,

その 世代時間は と も に 約 4 8

時間であ っ た ( Fi g . 5 .)
.

6 日目以降 は両細 胞と も に 定

常期に入 い り, C O n t a C t i n h ibi ti o n の 状態に 入 っ た と考

えられ, 分裂は殆ん どみ られ なく な っ た . これ よ り Ilュa S S

C ultu r e での 細胞増殖 は B a E V 持続感染の 影響 を全

く受けてい な い と 思われ た
.

一 方 H E L B E 細胞で の B a E V 増殖 は
, 細胞 の

対数噂矩期に は R T 活性 に して 3 .6 ～ 6 . 4 p m o l e と漸

増したが
, 定常期 に入 っ て か ら は最高値 の 約 40 % に

まで低下した ( Fi g . 5 .) . 野 田 ら
25)

は細胞 密度の高 い

B r e a lく O r

G a p

4 0

4 0

1 2 7

A 2 0 4 B E ( 又 は A 2 0 4) 細胞の培 養上 清中に B a E V

の 増殖 を阻害す る因子 が 嘗横 され る こ とを報告 して い

る た め , H E L B E 細胞の 系に お い て それ に 関す る検

索 を加 えた . 定常期の H E L B E
,

H E L 細胞の増

上 清(2 4 時間培養) を採 り, 対数増殖期 の H E L B E

細 胞の 培地と し て用 い
,

B a E V 増殖を調 べ た . 未処

理 (普通培薬液) に 比 べ
,

H E L B E 細胞の 培薬液で

は む し ろ 1 59 % と
, 若干の 促進作用を示 した の に

,
H E

L 細胞の それで は 95 % と大差なか っ た( デ
ー タ未提出) .

こ れ に よ り
,

A 2 0 4 B E 細胞と は異な り
,

H E L B E
,

及 び H E L 両細胞の 定常期に お い て何れ で も B a E V

増殖阻害国子 の 塵生 は ない こ とが 明 らか に な っ た
.

2 - S p a r s e c ul t u r e で の細胞増

感染後 5 ～ 1 3 継代(感染後16 ～ 4 5 日 ,
1 2 ～ 2 0 P D L)

まで の 細胞 を用い て
,

S p a r S e C u lt u r e で の細胞増殖能

と して コ ロ ニ ー 形成 率 ( Pl a ti n g effi ci e n c y , 以下 P E

と略) を比 較 した ( T a b l e 2 .) .
H E L 細胞の P E は

7 . 6 5 × 1 O
- 2
で あ っ た の に 対 し

,
H E L B E 細胞の P E

は 6 . 58 × 1 0~
3

で あり, H E L 細胞 の 8 . 7 % に 低下 して

い た
.

こ の 結果は 感染後の 日数 (16 ～ 4 5 日) と無関係

で あ っ た . こ の 著明な P E 低下現象は胎児牛血 清を用

い ても , 更 に 2 回 の 追加感染実験 を行な っ ても 同様 に

確認さ れ た .

B a E V はそ の ゲ ノ ム に 肉腫遺伝子( s a r c o m a g e n e
,

以 下 s r c と略) を保有せ ず
, 州･

一

般に 腰痛原性 は無い も の

と考 えら れ て い るが ,
こ れ を確認す るた め in vi t r o で

の がん 化の 指標と 考 えら れ てい る軟寒天 内コ ロ ニ ー 形

成率 を調 べ た ( T a b l e 2 .) . 2 回 の 実験結果よ り
, 両紙

T a b l e 2 ･
Ⅰ)1 atiI- g e 伍 ci e n c y ( c e 11 g r o w th i n s p a r s e

C ult u r e) a n d c o I o n y f o r m l n g al〕ilit y i11 S Of t a g a r

o f H E I ｡ B E a n d H E L c ell s .

C e11 t y p e
pl a ti ｡ g efn ci ｡ n ｡ y 空想H 聖聖一g

a bility i n s of t

a g a r

< 1 . 0 × 1 0■6

< 1 . 0 × 1 0~ 6

( m e a n ± S .E .)



1 2 8

胞と もに形成率 は1 ×10
- 6

以下 で あり観察範囲内で コ ロ

ニ ー

は形成 され な か っ た
.

P E 低下 の時間的推移 を追う た め
, 新 た に 感染実験

を行な い
, 継代毎に R T と P E と を測定 した ( Fi g .

6 .) . H E L B E 細胞 の H E L 細胞 に対す る相対 的な

P E ( R P E ) は感染後 6 日で 0 . 70 , 1 6 日で 0 . 1 0 , 3 7

(

J
国
鳥
･

･

〇

…
些
聖
霊
箭
T
-
⑳
-

･

)

1 0 2 0 3 0 4 0

d a y s p o s t 土n f e c 七土o n

Fi g . 6 . R el a ti v e pl a ti n g e ffi ci e n c y (R P E
,

-

｢ & -

-
- -

) a n d

R e v e r s e T r a n s c ri pt a s e ( R T ) a c ti v it y i n c ul t u r e

S u p e r n a t a n t S O f H E L B E ( + ) a n d H E L (
… ○ ‥ ･

)
C ell s . R P E i s th e r a t e o f th e pl a ti n g effi ci e n c y o f

H E L B E c e11 s t o th e o n e o f H E L c ell s .

谷

日で は 0 ･ 0 3 に ま で 低下 して い っ た ･

一

方 B a E V の

増殖 は感染後 9 日で 1 ･8 9 p m ol e の R T 清性を示し
,

1 6 日で は 4 ･ 3 4 p m o l e の 最高値と な っ たが
, 以後2 ～

3

p m ol e の 安 定な B a E V 増殖が 認め られ た ･ この結果

よ り B a E V の 感 猟 増殖,
そ し て持続感染化に伴い

,

H E L B E 細胞の P E は漸減 し感染後約2 週間で P E

は非感染細胞 の 10 % 程度 に低下す るが培養液中のR T

活性 の変化 は こ れ と必 ずしも平行関係 を示 さなかった
.

次 に H E L B E 細胞 の P E の低下を C o n diti o n ed

M e d i u m ( 以 下 C M と 略) が 回復 させ る か どうか調べ

た
.

す なわ ち H E L B E
,

H E L 細胞の 各C M に

20 0 個の 細胞( ハ ン ク ス 液に 懸濁) を植 え込 み
, 対照(普

通培養液) と同様な 操作で P E を測定 した ( T abl e 3 .
,

F i g ･ 7) ･ 普通培養液で の H E L B E 細胞 の P E は本

実験で は 0 ■ 7 × H 卜2 で あ っ た が
, H E L

,
H E L B E

Fi g . 7 . C ol o n i e s o f H E L a n d H E L B E c ells c ultu r e d

i n ei th e r f r e sh g r o w th m e d i u m ( c o n t .) o r c o n
･

di ti o n e d m e d i u m (C M ) . 2 00 c ell s w e r e pl a t ed o nto

a 6 0 m m . p e t ri d i s h
,
i n c u b a ヒe d f o r 1 4 d a y s ,

a nd

S t a i n e d w ith l O % G i e m s a s o l u ti o n . C M w a s

h a rv e St e d a n d c e n t rif u g e d f r o m th e c o nfl u e nt

H E L (C M 8 E L) a n d H E L B E ( C M H B E) c ell s .

T a b l e 3 ･ E fE e c ts o f c o n diti o n e d m e di u m (C M ) f r o m H E L a n d H E L B E c ell s o n pl a tiIl g
e 伍 ci e n c y o f r e s p e c ti v e c ell s

c ell t y p e m e di u m
C O

監デ
i z e

冒≡謂
Ⅰ

一

el a

誓言悪
O

H E L c o n t .

*

C M H E L#
C M H E L B E#

2 . 0
- 4

. 5

2 . 0 - 4
. 5

2 . 0 - 5 .5

1 5 . 2 ± 0 . 97 ( 10 0)

2 9 . 0 ±1 . 4 1 ( 19 1)

2 9 . 7 ± 1 .1 1 ( 19 5)

H E L B E c o n t .

C M H E L

C M H E L B E

2 . 0 - 2 .5

2 . 0
-

4 .5

2 . 0
-

5 . 5

0 . 7 ± 0 .1 5 ( 5)

3 0 . 9 ± 1 .7 8 ( 2 0 3)

2 9 . 8 ± 1 . 5 4 ( 1 9 6)

*
f r e s h g r o w fh m e di u m

# c ult ur e S u p e r n a t a n tS h a r v e st e d a n d c o n t rif u g e d a t 2 4 h o u r s aft e r th e l a s t m e d i u m c h a n g e f r o m

th e c n且u e n t H E L (C M 祀 L) a n d H E L B E (C M H E L B E) c ul t u r e s
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l
一

細胞の各C M 使用時の P E は 30 ･ 9 × 10
~ 2

, 2 9 ･ 8 × 1 0- 2

となり約40 倍の 増殖克進が み ら れ た ･

一 方 , H E L

細胞のP E は本実験 吼 15 ･2 × 廿
2
で あ り H E し･ H

E L B E 細胞の 各 C M 使用 で その P E は 29 ･ 0 ×1 0. 2

,

29 .7 ×10
- 2
と約2 倍 に 上昇 した

･
これ らの P E 値は

,

各C M 健 脚こよ る H E L B E 細胞の 完進 した P E 備

とほぼ同じ値 であ っ た ■ ま た C M に よ る P E の 増殖

促進効果は H E L ,
H E L B E 細胞各 C M 間 に お い

て殆んど差異が認め ら れ な か っ た
･

H E L 細胞由来の C M は H E L B E 細胞 の 形成 コ

ロニ
ー の最大径 を大き く させ たが , H E L 細胞 の それ

には変化を与え なか っ た .

一 方, H E L B E 細胞由来

のC M は H E L , H E L B E 両細胞 の形成 コ ロ ニ ー

の最大径をと も に 大き く さ せ
,

H E L 細胞由来の C M

に比べ
, 形成コ ロ ニ

ー

を拡 大も しく は拡散 させ る傾向

があっ た .
また, 本実験 時, H E L 細胞 の P E は T a bl e

2 . でのP E に比べ 約 2 倍 に 上昇 し てい た が , 使用血清

ワッ トの適い に よ る もの と 思われ た
･

3 . 細胞寿命に 対す る B a E V 持続感染 の影轡

2 回の 感染実験 に より細 胞寿命 を H E L B E , H E

L 細胞に つ い て比 較 した ( Fi g . 臥) . 実験 A で は 9 P D

L
, 実験B で は 7 P D L の H E L 細胞を 感染に供 し

(
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∈
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d a y s
p o $ t 土n f e e 七i o n

Fig ･ 8 . C u m ul a ti v e g r o w th n u m b e r (C k) o f H E L B E

( * ) an d H E L ･

(
･ ･ △ ･ ･) c u lt u r e s

,
a n d R e v e r s e

T r a n s c ri p t a s e (R T ) a c ti vi ty i n c ul t u r e s u p e r -

n at a n t s o f H E L B E ( -一食ーーー) a n d H E L ( …

○
…

) c ell s

d uri n g s e ri al p a s s a g e s . T w o e x p e ri m e n t al s e ri e s

(A ,
B) w e r e d o n e i n o rd e r t o o b s e rv e i n vi t r o lif e

Sp a n of c ul t u r e s .

た .
H E L B E

,
H E L 細胞と も に 同 一

の増発条件 と

継代 方法 をと り, 感染後 110 日 に わ たり培養 した.

両実験と も に 感 染後 90 日ま で は累横増殖数( C K) に

して 0 . 5 程度 H E L 細胞の 方が大で あっ たが, それ

以後 H E L 細胞 の増穂度は低下 し, 最終的な C K は H

E L
,

H E L B E 細 胞そ れ ぞれ 12 . 1
,

12 . 7 ( 実験 A) ,

1 1 .4
,
1 1 . 7( 実験 B)

,
と はぼ 同

州

で あ るが, い ずれ で

も H E L B E 細胞が 多少多しゝ傾 向に あっ た
.

P D L

に 換 算す ると H E L ,
H E L B E 細胞それ ぞれ 49 ～ 90 ,

5 0 ～ 5 1 P D L (実験 A) ,
4 4 ～ 4 5

,
45 ～ 4 6 P D L (実

験 B) で分裂 を停止 す る こ と とな っ た
.

こ の場合, 1 :

2 の 継代の 代り に 1 : 4 ～ 8 の 継代 を行う と 分裂回数は

5 ～ 1 2 回ほ ど延長す る傾 向に あ っ た . 2 継代毎の培養上

清中の R T 活性 を 測定し, B a E V の増殖 を検索 した

と こ ろ
. 結果は Fi g . 1 . と ほ ぼ同様な パ タ

ー ン を示 した

(Fi g . 8 .) .
す な わ ち感染後 9 ～ 1 0 日 で最高値の R T

活 性 を 示 し, 細 胞 老 化 を 示 す 70 日 以 降 ( C K :

1 0 . 7 8 ～ 1 1 . 5 0) で は, その R T 活性は最高値の 11 ～ 4 4

% に 低~~F してい た .
こ れ ら の結果よ り ,

B a E V 持続

感染は細胞寿命 に 殆ん ど影響 を与 えて い な い と思わ れ

た .

Ⅴ
. 他種 ウ イ ル ス の 増殖許容性

.
H E L , H E L B E 細胞 に 他種 ウイ ル ス の 感染 を行

な い
. そ の 増殖許容性を比較 した ( Fi g . 9 .) .

H S V -

1 は
,
感 染後 72 時間で そ の yi eld が 最高に 達 し

,
以後

プ ラ ト
ー

と な る増殖曲線 の 基本形 を両細胞 とも描 き
,

V S V も感染後 36 時間で yi eld は最高に 達 し, 以後

プ ラ ト ー と な る同様の 増殖 曲線 を呈 した .
H E L B E

,

H E L 両細胞間で 比較す る と
, 両 ウイ ル ス と も H E

L B E 細胞上 で 若干多めの 増殖傾 向をみ せ た が
, 有 意

で はな く, B a E V 持続感染に よ り
, 他種 ウイ ル ス の

感染及 び増殖 を促進又 は抑制す る 困子 の 鹿 生は特に な

〓
七
＼

ぷ
d

ヨ
ひ

0

已

ヨ
心

意

2 4 4 8 7 2 9 6 1 2 2 4 3 6 4 8

h o u r s p o s t i n f e c t i o n

f
一 一 -

｢ -
･ ･ - ･

H E L B E
- - ム ー ー H E も )

F i g .
9 . S u s c e ptib ilit y o f H E L B E (

-

｢ 感｢
-

-) a n d H E L

( ‥ △ ･ ･) c ell s t o th e g r o w th o f H S V -

1 a n d V S V .

V i ru S yi eld s w e r e pl a q u e
→

a S S a y e d o n B H K
-

2 1

C ell s u s e d b y c ul t u r e s u p e r n a t a n t s h a rv e S t e d f r o m

V i r u s i n f e c t e d c e11 s .



1 3 0

い と考 え られ た .

Ⅵ
.

コ ラ ー ゲン 合成能 の 比較

線推芽細胞はin vi tr o に お い て も コ ラ
ー

ゲ ン を産生

する能力 をも つ の で, B a E V 持続感染の コ ラ
ー

ゲ ン

合成能 に対する影響 を調 べ た ( T a b l e 4 .) . 対数増殖期

(培茸1 日目) に お け る
, 相対 的 コ ラ

ー ゲン 合成量は,

H E L
,

H - E L B . E 細胞 それ ぞ れ 全合成蛋白の 1 .7 1

% , 2
_

. 74 % で あっ た . また 定常期 (培 養7 日目) で そ

れぞ れ 2 . 4 4 % ,
2 . 12 % で あっ た . S t u d e n t

7

s
- t 検定の

結果両細胞 に お け る コ ラ ー ゲ ン合成能 に有意 な差なく,

また 両細胞 での 蛋白合成量自体 に も有意差 は認 め られ

なか っ た .
こ の結果よ り, B a E V 持統感染 ほ線維芽

細胞の コ ラ ー ゲン 合成能 に も著明な 影響を与 え てい な

い が, 対数増殖期の H E L B E 細胞で は H E L 細胞

よ り も若干の コ ラ
ー ゲン 合成 の増加傾向 を示 して い た

( T a bl e 4 .) .

Ⅵt . B a E V 持続感染の 細胞 が ん化 へ の 影響

B a E V 持続感染と が ん化 との 関係の
一

端 を知 るた

め に H E L , H E L B E 細 胞に 4 N Q O (0 . 1 FL g /

m l) ,
M N N G (0 . 2 /J g/ m l) 処 理 及 び Ⅹ 線 照 射

(20 0 ～ 6 0 0 r e d) , そ して S V - 4 0 感染 を行な い 形態転

換細胞の 出現 を観察 した ( T a b l e
-

5 .) .

4 N Q O , M N N G 処 理後 そ れ ぞれ 49 , 2 6 日 間培

養を続 け たが
,

H E L , H E L B E 細胞 と も に トラ ン

ス フ ォ
ー ム され な か っ た

.

2 0 0
,
4 0 0 , 6 0 0 r a d の Ⅹ 線量 を照射後 45 日間 にわ た

り培養を続 けた が, 両細胞 に トラ ン ス フ ォ
ー ム 細胞 の

出現は み られ なか っ た
.

次に ヒ ト線維芽細胞 を最も 効率良くが ん化 させ る と

云 わ れ て い る S V
-

4 0 を対数増殖期の H E L
,

H E L

B E 両細胞に感染 させ 24 日間培養 を続けた .
フ ォ

ー

カ

ス は H E L , H E L B E 細胞 とも に シ ャ
ー レ あた り

2 ～ 1 3 個形成さ れ
,

ト ラ ン ス フ ォ
ー

ム 率 は
,

H E L
,

谷

H E L B E 細胞 そ れ ぞれ 1 ･ 4 5 × 廿
4

,
1 ･7 5 × 肝 4

と計
算 さ れ た ･ こ れ よ り B a E V 持続感染は

, S V -

40 の

トラ ン ス フ ォ
ー ム 率に 著明 な変化 を起 こさ ない が

, 若

干高 め る傾向 に あ っ た ･ な お, 定常期の 細胞上にSV _

4 0 を吸着, 感染 させ 同様 の 実験 を行な っ たが
,
40 日間

培養 を続 けて も ト ラ ン ス フ ォ
ー ム は全く認められなか

っ た ( デ
ー

タ未提出) .

考 察

ヒ ト2 倍体細胞 に B a E V ( B a b o o n E n d o g e n o us

V i r u s) を感染さ せ る と , 7 日後 (継代2 回) に高いR

T 活性の検 出す な わ ち
,

B a E V の 増碑が 認められ,

そ れ 以後細胞寿命が 尽き る ま で B a E V の安定な持続

感染 が 示 さ れ た ･ 高野 ら
2 6) に よ る と

, B a E V の増殖

は ヒ ト 2 僧体細胞 で は制限さ れ
, 腫瘍細胞との混合培

華や腰痛 ウ イ ル ス の 重感染な どに より B a E V 増殖が

促進 さ れ る と して い る . 著 者の結果か ら は, 線維芽細

胞 も腫瘍細胞 と同様に B a E V の増殖 と持練感染が可

能 で あっ た. B a E V 増殖 は少 なくも 2 回の細胞分裂

(感染後 7 日) が要求 されて い た が( Fi g . 1 .) , 5 ×1 腔

T C I D/ c ell ご とき低い m . 0 .i . の場合に は, 全ての細

胞 に感染が 行 なわれ る た め の ウイ ル ス 多段増殖の時間

は 7 ～ 1 0 日 を必要 とする ことが 明 らか になっ た
.

つ い で
,

B a E V 特異抗体に よ る蛍光抗体染色で明

らか にさ れ た細胞 レ ベ ル で の B a E V 持続感染ヒト線

維芽細胞を用い て, そ の細胞生物学的特異変化を検索

した
. 細胞 寿命 が尽 き る まで の 全経過 にわ たり

,
形態

観察 を行な っ た が
,

B a E V に よ る c y t o p a thi c effe ct

( C P E) や トラ ン ス フ ォ
ー

ム な どの 形態変化は認め

られ な か っ た . 細胞 の が ん化 ( トラ ン ス フ ォ
ー ム) に

は細胞側の 要因も 強く 関与 して い る ら しい
. すなわち

H a rv e y , M ol o n e y ,
K i r st e n

,
な どの 肉腫ウイ ル スは,

マ ウ ス 白血病 ウイ ル ス を接種 した マ ウ ス やラ ッ トから

T a bl e 4 . C oll a g e n s y n th e si s i n H E L B E a n d H E L c ell s a t l o g a rith m i c o r c o n fl u e n t s t a g e s

H E L B E

C ell st a g e s

s詳言 c o r r

窟『
d#

s蒜監訝 c o

首琵デ
t ed#

( % )
__▲._

二 L ‥_

13 . 1 0 ±1 .1 2 2 . 7 4 ±0 . 26

9 .4 3 ±2 . 0 4 2 . 1 2 ±0 .
56

l o g a ri th m i c
♯

8 . 21 ±2 . 1 3§ 1 . 71 ±0 . 5 6

C O n fl u e n t
■*

11 , 61 ±1 . 9 0 2 . 44 ±0 . 4 4

# r el a ti v e c o11 a g e n s y n th e si s a s d e s c rib ed i n M eth o d
*
i n c u b a t e d f o r l d a y

岬
t n c u b a t e d f o r 7 d a y s

§ s ta n d a rd e r r o r o f th e m e a n
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T a bl e 5 . I n vit r o t r o n sf o r m a ti o n a s s a y o f H E L B E a n d H E L c e11 s b y ch e m i c al c a r ci n o g e n

tr e a t m e n t
,
X r a y i r r a di a ti o n

,
a n d S V-4 0 i n f e c ti o n

c a r ci n o g e n l C

tr e a t m e n t

4 N Q O
*

M N N G
*

Ⅹ r a y 20 0 r a d

4 0 0 r a d

60 0 r a d

S V ･4 0 i nf e cti o n

t r a n sf o r m a ti o n f r e q .

H E L B E H E L

d a y s p o s t

t r e a t m e n t

0/1 6#

0/ 8

0/ 8

0/ 7

0/ 8

1 .7 5 × 1 0
鵬

4§

0/ 1 7#

0/ 9

0/ 1 0

0/ 8

0/ 6

l .4 5 ×1 0
~

4
§

9

6

5

5

5

4

4

2

4

4

4

2

* 2 .0 × 1 0
6

c ell s w e r e tr e a t e d w ith 4 N Q O (0 ,1 JLg/ m l) o r M N N G (0 .2JL g/ mi ) f o r 3 0 mi n . a t 3 7
0

C , th e n

pl at e d a t 5 ･0 ×1 ()
5

c ell p e r pl a te

# r at e Of th e n u m b e r of pl a t e w ith t r a n sf o r m e d f o ci t o all th e c ul tu r e d pl a t e s

§t r a n sf o r m e d f o ci
′

/
c e11 s pl a te d (5 × 1 0

4

)

分離され, その S r C は宿主細胞由来と され て い る
.
また

W a n g ら
27)は s r c を欠損 した ラウ ス 困腰 ウイ ル ス をニ ワ

トリに接種し, 完全な s r c ( 十) の 野生型ウ イ ル ス を回収

している . そ こ で
,

B a E V も宿主細胞如何 で は ト ラ

ンスフ ォ
ー ム す る可能性が 考 えられ る の で

, 著者 の 場

合も軟寒天申で の B a E V 持続感染 ヒ ト線推芽細胞の

コロ ニ
ー 形成能 を測定 し, トラ ン ス フ ォ

ー メ ー シ ョ ン

をみたが,
1 ×1 0

~ 6

以下の 陰性 であ っ た ( T a b l e 2
.) .

このこ とは B a E V 自身は ヒ ト緑推芽細胞 に お い て形

態的変化 また は トラ ン ス フ ォ
ー ム も 引き起 こ さ な い

ことを示してい る .

また, 染色体分析の 結果,
B a E V 持続感染 に 特異

的な変化は少なく, 染色体 6 番
Ⅰ4)

,
ま た は 19 番

1 5)上 に

B a E V プロ ウイ ル ス の組 み込 み位置が想定 さ れ て い

るが, 通常の染色体分析の 方法 で は , B a E V 持続感

染による染色体 レ ベ ル で の 著明な変化を検 出し得 な い

と思われた .

m a s s c ult u r e で の細胞増殖 に B a E V 持続感染 に よ

る影響はな か っ た . また 定常期の H E L B E 細胞 で

のB a E V 増殖 が
, 対数 増殖期 の最高値 の 40 % に 低

下してい た こ と に
,

野田 ら
2 5) の い う A 2 0 4 B E ( 又 は

A 20 4) 細胞 に お ける 如き
,

B a E V 増殖 阻害 c ell -

de n sity d e p e n d e n t 因子 の 関与 は検出さ れ な か っ た
.
よ

って
,

かかる定常期に お け る B a E V 塵生の低 下は細

胞分裂の停止乃 至 c o n t a c t in hi biti o n に 基づ く も の と

考えられ, B a E V の増殖 は宿主 細胞 の D N A 合成

に少なか らず調節を受 け て い る こ とが 示 唆さ れ た
.

ま

た
, 著者の系と野田 ら の系 とを比較す る と

,
B a E V

阻害因子が 腰痛由来細胞 ( A 2 0 4) か ら は産生さ れ, 正

常線維芽細胞 ( B E L) か ら は産生され て い な い こ と

も興味深い
.

一

札 s p a r s e c u lt u r e で の 細胞増殖 に は B a E V 持

統感 掛 こよ る影響が 著明に み られ た
.

すな わ ち
,

B a E

V 感染後 16 日ま で コ ロ ニ ー 形成率 ( P E) は次発に漸

減 し
,

B a E V 持続感染が成立す る16 日以降で は非感

染細胞の 1
一

～ 1 0 % 程度に低下 して い た.
しか し, H E

L
, H E L B E 細胞 の C o nd iti o n e d M e d i u m ( C M )

中で培養す る こ と に より, 低下 した P E は非感染対 照

細胞の レ ベ ル に まで 回復 した.
これ ら に閑適 して, 培

地血清中に は様々 な未知 の増殖因子が細胞増殖に関わ

っ て い る と考え られ る
. 現在 まで に E pi d e r m al G r o w th

F a c t o r ( E G F) 細 )
, F ib r o b l a st G r o w th F a ct o r ( F

G F)
2 9)

, ゾ マ トメ ジ ン
SO)

, イ ン シ ュ リ ン 3 1)
, Pl a t el e t

d e ri v e d G r o w th F a c t o r (P D G F) 32) な どの ペ プチ

ド様 ホ ル モ ン が 知 られ, 総括 し て成長促進囲子 と呼ば

れ て い る .

一 方, 細胞の増殖抑制因子 と して ケイ ロ ン

が 知 られ
,

ヒ ト線維芽細胞中 にも検出さ れ てい る 瑚
.

こ

れ ら成長増殖諸因子 と関連 づ けて 考察する と, H E L

B E 細胞 は C M 中で 培養す る こ と に よ り, その S p a r S e

C u lt u r e で の P E が 回復す る こ とか ら
,

｢ 普通培地｣ 中

で は 自身が 充 分増 殖 す る に 足 る ほ ど
｢
普通 培地｣ を

C O n d iti o n す る こ とが 出来な い もの と思わ れ る . すな わ

ち
, 希薄に ま かれ た s p a r s e c u lt u r e 時の H E L B E

細胞 は,

｢
普通培地｣ 中の 成長促進因子 を活性化す る能

力 が低下 して い るの か
,

も しく は
｢
普通培地｣ 中の素

材 か ら成長促進因子 を合成 で きな い もの と 思われ る .

一

九 ケ イ ロ ン
3 き)

な どの増殖抑制 因子 の 関与も この場合

完全 に は 否定 で き な い
.

しか し
,

H E L B E 細胞か ら

の C M は H E L 細胞 の P E に 殆ん ど変化 を与 えて い

な い こ と か ら, B a E V 持続感染に よ り増殖抑制因子

( ケイ ロ ン な ど) が 非感染細胞 に比 べ 特に 多量に 合成

さ れ てい る 可能性 は少な い
.

上述諸因子 中,
E G F は最 も研究が 進ん でお り , 分

子量 6045 の単鎖 ペ プチ ド
3 4) で ヒ ト胎児肺線推芽細胞



1 3 2

に増殖促進作用 をもつ
. そ の動態 は細胞膜上 の レ セ プ

タ
ー

と結合 し, 膜上を移動 したの ち細胞内に 取 り込 ま

れ る とさ れ て い る
.

B a E V 持続感染の 結果, 細胞膜

表面 に は B a E V 特異抗原が 形成 され て い る (蛍光抗

体染色で検 出可能) . T a n a k a ら
35)

は, B a E V 持続感

染 ヒ ト線推 芽細胞が ヒ ト腫瘍細胞 と特異的に 細胞融合

を起 こ す が
,

正 常 ヒ ト細胞 と は融合 しな い こ と を示 し

て い る .
こ の よう に B a E V 持続感染 に よ る細胞膜上

の変化は 充分示唆さ れ る が , C M 中で P E が 回復す

る こ とよ り み る と, 成長促進 因子 の 細胞膜上 の レ セ プ

タ
ー

構造に 大き な乱れ は な い と思わ れ る
.

しか し細胞

膜 は, 細胞増殖の 調整 に 重要 な役割を演 じて い る と考

え られ, P E 低下の現象 と B a E V 持続感染化 に よ る

膜の 修飾と は何 らか の関係が ある と思わ れ る . また 上

述の 如き
,
C M 中の諸 因子 の関与 と膜の 問題, な どは,

先述の m a s s c u lt u r e で は s p a r s e c u lt u r
･

e 時 ほ ど深刻

な問題に な らぬ 故に
, m a S S C ul t u r e へ の B a E V 持続

感染の 影響 は なか っ たの であ ろう .

さ らに
,

B a E V は
,

エ ン ベ ロ
ー プを有 す る ウイ ル

ス で 細胞膜 か ら出芽 に よ っ て 細胞外 に放 出され る
.

こ

の出芽の際 の ウイ ル ス 粒子 中 に はア ク チ ン 様分子が存

在する こ と も知ら れ , 出芽 に は細胞骨格 系因子 の 関与

が 考 えられ てい る
. 従 っ て P E 低下 には細胞膜な らず

細胞骨格系 の変化が 関与 して い る可能性 も残 され て い

る
.

加うる に
, 細胞寿命の 延長 に B a E V 持統感染は,

何の効果 も示 さ な か っ た . ヒ ト2 僧体細胞 は 40 ～ 6 0 P

D L で その 寿命を絶や し, 無限増殖 は し な い こ と が知

られ て い る
38)

.
ハ イ ド ロ コ

ー

チ ゾン3 7)
や E G F

3 8)
な ど

が細胞寿命を若干伸 ばす とさ れ て い る もの の
, 悪性転

換 -

が ん化 しな い 限 り
,

無限増殖 の獲得 は 一 般に 不可

能と思 われ た .

H S V - 1 , V S V
, な ど B a E V と は異な る他ウイ

ル ス の感染 に対 し
,

H E L B E 細胞 は H E L 細胞 と

ほぼ 同様 に反応 し, 著明な増殖促進 ま た は
, 抑制効果

も示 さ なか っ た . イ ン タ
ー

フ ェ ロ ン 瑚 な どの ウイ ル ス 阻

害因子 や逆 に促進因子
4 0)

が ウイ ル ス 感染, 特 に 持続感染

細胞 よ り産 生され る 場合 も ある が, H E L B E 細胞で

は その ような 因子 は合成 さ れ な か っ た
. た だ こ こ で用

い た ような 激し い C P E を示 す ウイ ル ス の 代 り に
, よ

り m il d な C P E を起 こ すウ イ ル ス ( パ ラミ キ ソ ウイ

ル ス な ど) で の検討も将来必要か も しれ な い
.

腰痛 ウイ)t/ ス ( R S V
,

S V
-

4 0 な ど) や 4 N Q O

で ト ラ ン ス フ ォ
ー ム した マ ウ ス や ト リの細胞 で は

,

■

コ

ラ
ー

ゲ ン合成量の低下が認 め られ
ヰ1)

, また既知 の型 とは

異なる 型の コ ラ
ー ゲン の合成も しられ てい る

42)
. そこで

検討 した 技 E L B E 細胞で の コ ラ ー ゲン 合成 は
, 対

谷

数増殖期･ 定常期 と も若干の 差 はあ る もの の非感軸
胞 と ほぼ 同様で

,
B a E V 持続感染は細胞 コ ラ ー

ゲン

合成能 に 特に 重大 な影響 を与 えず, トラ ン ス フ ォ ー

メ
ー シ ョ ン に伴 う変 化と して は検出さ れ なか っ た

,

B a E V 持続感 染と が ん化 ( トラ ン ス フ ォ
ー

メ ー

シ

ョ ン) と の 関連 に つ い て は
,

B a E V が最もヒトに近
縁な 細胞内在性 レ トロ ウイ ル ス で ある こと2)

! ヒト腫瘍
か ら分離さ れ た と い わ れ る レ ト ロ ウイ ル ス の多くと部

分的ホ モ ロ ジ ー

を も つ こ と
I l)1 2)

,
ヒ ト g e n e lib r a ry 中

に B a E V の C D N A 中の L a r g e T e r m i n al R e pe at

が 検出さ れ る こ と
4 8)な どか ら注目 され て釆た. しかし

,

先述の 如く
,

B a E V 感染 に よ り , 著者の場合も線維

芽細胞が 直接 トラ ン ス フ ォ
ー ム され る こと はなかった

( T a b l e 2 ･) .
そ こ で様 々 な発が ん因子 に よるi n vitro

トラ ン ス フ ォ
ー

メ
ー

シ ョ ン へ の B a E V 持続感染の影

響 を比較検討 した ･ ま ず K a k u n a g a
4 4)の 方法に より,

H E L B E
,

H E L 細 胞に 4 N Q O (0 .1 JL g/ m l) M

N N G (0 ･ 2 〟g/ m l) 処理 した が
, 両細胞ともにトラ

ン ス フ ォ
ー ム され なか っ た . ま た腰瘍プロ モ ー タ ー

と

し て知 られ る T e t r a d e c a n o yl P h o rb o r A c et a t e (T P

A ) 1 ～ 1 0 0 ノ′ g/ m l を添加 し同様 な実験 を行な っ たが,

両細胞 と も に ト ラ ン ス フ ォ
ー ム され なか っ た (デ ー

タ

未提 出) .
マ ウ ス の A E R 白血病 ウイ ル ス

, ラウシヤ

ー 白血病 ウイ ル ス ( と も にi n v it r o で の トラ ンス フォ

ー ム 能 は な い) が 持続感 染 した マ ウス や ラ ッ トの胎児

線推芽細胞で は
, 化学発 が ん物質 に よる トラ ンス フォ

ー

メ
ー シ ョ ン が 高率に み ら れ て い る

ヰ5)4 6)
.
しかし,

これ

ら と比 べ て B a E V 持続感染 ヒ ト線維 芽細胞ではこの

よう な促進効果は な か っ た . また
,
B o r e k

4 7)
と同じく

,

H E L
,

H E L B E 細胞 に 20 0
,
4 0 0

,
60 0 r a d の Ⅹ線

照射 し 45 日間培養 した が い ずれ も トラ ンス フ ォ ー ムし

な か っ た . 観察期間を伸 ば しさ ら に 長期にわたる培養

を続 け る必要が あ っ た か も しれ な い
.

腫瘍 ウイ ル ス の う ち で ヒ ト線維芽細胞を高率に トラ

ン ス フ ォ
ー

ム させ る と い わ れる S V
-

40 を用いて同様

な実験 を行 な っ た . ト ラ ン ス フ ォ
ー

ム フ ォ
ー カ スは

,

S V - 4 0 感染後 24 日目 に 明瞭に 出現 し,
H E L B E

,

H E L 細胞上 で の フ ォ
ー カ ス 形成率 に 著明 な差はなか

っ た が
, 若干 H E L B E の 方が 多か っ た . S V - 40

感染 に よ る ヒ ト正 常線維芽細胞 の ト ラ ン ス フ ォ
ー ム率

は 1 ～ 4 ×1 0- 4
と い わ れ

4 8)
,
著者 の結果も ほぼ

一 致して

い る
. 遺伝的 に発が ん 頻度の 高い フ ァ コ ン貧血症やダ

ウ ン 症候群 の 線推芽細 胞 を用い た場合,
S V - 40 のト

ラ ン ス フ ォ
ー ム 率 は 2 ～ 6 ×1 0

- 3
に商ま る こ とが知られ

て い る
4 8)

. しか し
,

B a E V 持続感染は S V
- 40 トラ

ン ス フ ォ
ー ム 率 を こ れ ら樫高め なか っ たが , 高い傾向

に あっ た こ と は確か で あ っ た
.

さ ら に
,
S V - 40 によ
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るトラ ンス フ ォ
ー ム で 内在化 してい る持続感染化 B a E

v ゲノ ム の働き は どう変わ るの か
,

ま た トラ ン ス フ オ

〝 ム抑胞の 膿瘍仮性な ども 将来検討 した い と考 え て い

る.

射二本実験で見出さ れ た B a E V 持続感染 の ヒ ト正

常細胞に与える影 柳 ま, 使 用 した実験範囲内で は
一 般

に軽微なも の が 多か っ た ･ しか し ,
こ の 点 B a E V の

内在性の 本質 を考えれ ば
t

マ ウス
,

ラ ッ トな どの実験

動物細胞に見出さ れ る内在性 ウイ ル ス とほ ぼ 同 じで あ

り, 持続感染化細胞の 運命に 轡 く よう な 劇的な変化 を

与えるこ とは,
ウイ ル ス 自身の存在 にも か か る故 に 当

然の結果と も い え よう
.

さ ら に よ り異な る実験方法 で

の検討が軽微な 変化 をよ り 明示 し得る も の と 期待 さ れ

る.

結 論

正常ヒ ト胎児肺 よ り線推芽細胞 を初代培養 し, B a E

V (B a b o o n E n d o g e n o u s V i r u s) を感染さ せ た .
そ の

結果, 感染後 130 日 にわ た り 持続的 に B a E V を腐 生

し
,
蛍光抗体染色に よ り殆ん ど全て の細胞 に B a E V

特異抗原が認 めら れ る細胞 レ ベ ル で の 持統感 染の成 立

が確認され た .
そ こ で B a E V 持続感染化が ヒ ト線推

芽細胞に どの よう な影響 を与 えて い る のか
, 細胞 生物

学的変化を検索 した .

形態的変化 は全過程を通 じ認め ら れ ず, 通 常の 染色

体分析の方法で は特 異的 な染色体上の異常 は殆ん ど見

い出されなか っ た . ま た , m a S S C u lt u r e で の 細胞 増殖

において, B a E V 持続感染化の影響 はな か っ た が
,

Sp a rS e C u lt u r e で の 細胞増 殖 ( コ ロ ニ ー 形 成 に よ る

Plati n g E ぽi ci e n c y ; P E
, 測 定) は

,
B a E V 持続感

染化によ り , 非感染対照の 1 ～ 1 0 % 程度 に低下 して い

た
. その低下は感染後 7 日 よ り既に 生 じ B a E V 持

続感染が成立 す る 16 日以 降 で はさ ら に 激 し く な っ た .

定常期の非感染,
B a E V 持続感染両細胞 の培養上 清

(C o nditi o n ed M e di u m ) 中での 培茸に よ り低下 した

P E が回復さ れ る こと か ら , B a E V 持続感染細胞で

はsp a r s e c u lt u r e で の コ ロ ニ ー 形成に 必 要 な成長促進

因子の合成能や活性化 能が低下 して い る も の と思 われ

た.

しかし
, 培養 ヒ ト正 常細胞 一 般 に み られ る細胞 寿命

へのB a E V 持続感染の 影響 は殆ん どな く, B a E V

感染細胞でも 40 ～ 5 0 P D L の寿命を保 つ こ とが 確認

された. H S V - 1
,

V S V な どの 他の ウ イ ル ス の増

殖勘 B a E V 持続感染細胞 に おい て も非感染細胞 と

同様に行なわ れ,
コ ラ ー

ゲ ン 合成能に も両細胞 間で差

は少なか っ た .

B a E V 持続感染と が ん化 との 関連性 を検索す る た

め, 4 N Q O
,

M N N G な どの 化学発が ん物質処理,

Ⅹ 線照射, 及 び S V
-

4 0 感萎如こよ るi n v it r o が ん化実

験 を試み た
. 化学発 が ん物質や Ⅹ 線に よ っ て ヒ ト線維

芽細胞 を トラ ン ス フ ォ ー ム させ る こ と は出来なか っ た

が , S V
-

4 0 感染に より トラ ン ス フ ォ
ー ム した細胞 を

得る こと が 出来 た . しか し トラ ン ス フ ォ ー ム 率 は B a E

V 持続感染 に よる若干 の上昇 をみ た に すぎな か っ た
.

これ ら を総括 す る と
,

B a E V の 内在性ウイ ル ス の

性格 その ま ま に
,

ヒ ト正 常細胞 に 持続感染化して 内在

化 しても その細胞 に は, た か だか 2
,
3 の軽度の変化 を

与 える だ けで細胞 と運命 ～ 寿命 を共 に す る こ とが明 ら

か に され た .

( 本研究の
一 部 を第 18 回日本紙蘭学会中部支部総会

に於 い て発表 した . )
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e nz y m e di s trib u ti o n a n d e ff e c t o f h y d r o c o r ti s o n o n

Ce u lif e s p a n . M e c h . A g e . D e v . 4
,
1 9

-

2 8 (1 9 7 5) .

38) R h ei n w a ld , J . G . & G r e e n
,

H . : E pid e r m al

gro w th f a ct o r a n d m u ltipli c a ti o n o f c u lt u r e d h u m a n

e pid e r m a l k e r a ti n o c yt e s . N a t u r e
,

2 6 5
,

4 2 卜 42 4

(1 9 7 7) .

3 9) I s a a c s , A . & Li n d e r m 乱 n r L
,

J
.
: V i r u s i n t e r

･

f e r e n c e . 1 . T h e i n t e rf e r o n . P r o c . R o y . S o c . L o n d o n .

S e r B . , 14 7
,
2 5 8

-

2 6 7 (1 9 5 7) .

4 0) C h a n y ,
C . & B r a il o v $ k y ,

C . : S ti m ul a ti n g

i n t e r a c ti o n b e t w e e n v i ru S e S ( Sti m ul o n s) . P r o c . N a tl .

A c a d . S ci . U S A .

,
5 7

,
8 7

-

9 4 (19 6 7) .

4 1) Le vi n 8 0 n
,
W .

,
B h a t n a g a r

,
R . S . & Li u

,
T . Z . :

L o s s o f a b ilit y t o s y n th e si z e c oll a g e n i n fib r o b l a st s

t r a n sf o r m e d b y R o u s s a r c o m a v i r u s . J . N a tl . C a n c e r

I ロSt
り
5 5

,
80 7 - 8 1 0 (1 9 7 5).

4 2) H a t a
,

R . & P e t e r k o f 8 k y , B . : S p e cifi c

C h a n g e s i n th e c o11 a g e n p h e n o ty p e o f B A L B - 3 T 3

C ell s a s a re s u lt o f t r a n sf o r m ati o n b y s a r c o m a

V i r u s e s o r a c h e mi c al c a r ci n o g e n
.
P r o c .

N a tl . A c a d .

S ci . U S A .
,
7 4

,
2 9 33

-

2 9 3 7 (1 9 7 7) .

4 3) 栗原 ま さ乃
･ 野田 亮 ･ 高野利 也: H u m a n g e n e

lib r a r y に 見い 出され る レ ト ロ ウイ ル ス のプ ロ ウイ ル ス

D N A 様構造

第 4 回日本分子 生物学会年会講演 要旨策,
5 0(1 9 8 1) .

4 4) E a k u n a g a
,
T . : N e o pl a sti c t r a n sf o r m a ti o n o f

h u m a n d i pl oid fib r o b l a st c ell s b y ch e m i c al c a r ci n o
･

g e n s . P r o c . N a tl . A c a d . S ci . U S A .
,
7 5

,
13 3 4 - 1 33 8

(1 9 7声) .

4 5) W ol f o r d
,

R
. G " M a r y 孔k , J . 軋 & H u e b m e r ,

R . J . : T r a n sf o r m a ti o n o f c ell c u lt u r e s a s a n

i n di c a ti o n of th e c a r ci n o g e ni c p o t e n tit a l o f ch e m i ･

C al s . J .
N a tl . C a n c e r I n s t .

,
5 l

,
79 9

-

8 0 8 (1 9 7 3) .

4 6) R h i 叫 J . S .
,

P a r k
,

D . 軋
,

W ei s b u r g e r , 臥

K . & W ei s b u r g e r , J . H ∴ E v al u a ti o n o f a n i n vi tr o

a s s a y s y st e m f o r c a r ci n o g e n s b a s e d o n p r l O r i o f e c
-

ti o n o f r o d e n t c e11 s w i th n o n
-

t r a n Sf o r mi n g R N A

t u m o r v i r u s . J . N a tl . C an C e r I n s t .

,
5 2

,
1 1 6 7- 1 1 7 3

(1 9 7 4) .

4 7) B o r e k
,

C . : Ⅹ
-

r a y - i o d u c e d i n v it r o n e o ･

pl a sti c tr a n sf o r m a ti o n o f h u m a n di pl o id c e11 s .

N a t u r e
,
2 8 3

,
7 7 6 - 77 8 (1 9 8 0) .

4 8) A a r o n s o n
,
S . A . & T o d a r o , G

,
J . : S V - 40 T

a n ti g e n i n d u c ti o n a n d t r a n sf o r m a ti o n i n h u m an

fib r o b l a s t c ell s t r a i n s .
V i r o l

.
,
3 6 , 2 5 4

-

2 61 (1 9 68) .
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E m d o g e n o u s T y p e C V 如s S h ig e r u K a m iy a
,

D e p a rt m e n t of V ir ol o g y ,
C a n c e r R ese a rch

I n stit u t e
,
K a n a z a w a U niv er sity , K a n a z a w a , 9 2 0 - J

.
J u z e n M e d ･ S o c ･ , 9 1 ,

1 2 2 - 1 3 6 ( 1 9 8 2)

K e y w o rd s: H u m a n E m b r y o ni c L u n g n b r o bl a st s ,
B ab o o n 思n d o g e n o u s v iru s

,

Pla ti n g e m ci e n c y , 1 n Vit r o t r a n sf o r m ati o n

A b s 眈a c t

U $i n g H E L ( H u rn a n E m b r y o n i c L u n g fi b r o bl a st) p ri m a ry c e ll s , S u S C e P ti bl e t o B a E V ( B ab ｡ ｡ n

E n d og e n o u s V i r u s) , S O m e b i o l o gi c al c h ar a c t e risti c s o f t h e B a E V p e rsi st e n tl y i n f e ct e d c ell s w e re

e x a m i n e d ･ C u l t u r e fl u i d s o f B a E V i n f e ct e d c ell s p r o v e d t o b e h ig h R T ( R e v e rs e T r an S C ri p t ase)

a c ti vit y ,
S h o w i n g a n a c ti v e p r o d u c ti o n o f B a E V i n t h e c e 11 s ･ T h is B a E V p r o d u c ti o n wit h o ut

C y t O P at hi c e ff e c t s c o n ti n u e d f o r a b o u t 1 3 0 d a y s u n til s e n e s c e n s e o f c u lt u r e d c ell s ･ T h e s e B aE V

C a r ri e r ( H B L B E) c e ll s w e r e p o s iti v el y st ai n e d w it h B a E V sp e ci fi c fl u o r e s c e n t a nti b o d y , b u t did

n o t s h o w a n y t r a n sf o r m e d m o r p h o l o g y .

N o g r o w t h d if f e r e n c e i n t h e m a s s c u lt u r e w a s f o u n d b e t w e e n H E L B E an d H E L c ell s . H o w

e v e r
,

a n ef fi ci e n c y o f c ol o n y f o r m a ti o n i n t h e s p a rs e c ul t u r e ( P l ati n g E f fi ci e n c y :P E) w a s 7
.6 5

×1 0
- 2

i n t h e u n i n f e c t e d c e 11 s
,

b u t t h e o n e i n H E L B E c e n s
,
6 . 5 8 ×1 0

P 3
,

S h o w e d a d e c r e as e

t o a b o u t o n e -t e n t h o f t h at o f H E L c ell s . C u lt u r e o f H E L B E c ell s i n t h e
`

c o n diti o n e d m e d i u m
,

fr o m e it h e r B a B V c ar ri e r o r u n i n f e ct e d c e 皿s m a d e t h e l o w e r e d P E o f H E L B E c ell s c o m p l et ely

r e c o v e r t o t h e l e v el o f H E L c ell s . T h i s s e e m e d t o s u g g e st t h a t th e a b o v e d e c r e as e o f P E in t h e

B a E V c ar ri e r c ell s w a s p r o b a b l y d u e t o t h e r e d u c e d p r o d u c ti o n o r a c ti v ati o n o f g r o w t h p r o m ot ･

i n g f a c t o r s b y t h e c e u s
.

A n al y sis o f c h r o m o s o m al c h a n g e s
, S u S C e P ti b ilit y t o o t h e r vi ru S g r O W t h

,
C Oll a g e n s y n t h e sis i n

t h e B a E V c a rri e r c e 11s w e r e si m 皿a r t o t h o s e o b s e r v e d i n u n i n f e ct e d H E L c ell s . T r a n sf o r m ati o n

f r e q u e n c y b y S V - 4 0 i n f e c ti o n w as l ･ 4 5 ×1 0
- 4

i n H E L c ells
,

b u t l ･ 7 5×10
-

4
i n H E L B E c ell s

,

S u g g e S ti n g a s 止gh tl y m o r e i n c r e a s e d s u s c e p ti b ilit y o f th e l a t t e r c e u s t o t h is t y p e o f t r a n sf o r m ati o n

t h a n t h e f o r m e r c ell s . H o w e v e r
,

n O e f f e cts o n t h e t r a n s f o r m a ti o n o f b o t h c ell s w e r e f o u n d i n t h e

e x p e ri m e n t s u sl n g O t h 6 r t r a n s f o r mi n g f a c t o r s s u c h a s i r r a d i ati o n
,
t r e a t m e n t W i t h c h e mi c al c a r

･

C i n o g e n et c
.

A ll t his e v i d e n c e s e e m s t o s h o w t h a t t h i s p ri m a t e c e11 -

a S S O Ci at e d v i ru S a ff e c t s a li ttl e o f bi o
･

l o gi c al a c ti vit y o f h u m a n c ell s a n d m a k e s t h e in f e c t e d c ell s s u rv i v e e v e n a ft e r t h e e st a bli s h m e n t of

it s c a r ri e r st a t e .
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