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H V J (S e n d ai v ir u s) 持続感染細胞 に お け る ウイ ル ス 変異

一

特に持続感染成立初期 ウイ ル ス に つ い て 一

食沢 大学が ん研究所 ウイ ル ス 部 ( 主任: 波田野 基
一 教授)

佐 藤 祐

( 昭和5 7 年 1 月 9 日受付)
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l

多く の と トウイ ル ス 病に お け る
,

ウイル ス 持統感 染の病 因諭 的重 要性 に か ん が み, 試験管内 H VJ

(S e n d ai v i r u s) 持統感 染が
,

その モ デ ル と して
, 検討さ れ た ･ 特に 持続感染成立初期 の

,
い く つ か の問

題を追求した
.

ま ず
,

3 9
｡

C で cl o ni n g し , 温度感受性 (t s) 変異株を含ま ぬ と思わ れ る野生株の H VJ cl ･0 1

を持続感謝 ヒさ せ た, G M 2 H V J cl ･01 細胞 の継代12 代目の培養上 清か ら, 1 9 ク ロ ー ンの H V J を分離 した ･

これらの うち,
2 ク ロ ー ン ( H VJ cl .1 20 5 及び H V J cl ･1 2 0 7) は, 3 9

0

C で増殖の 低い t s 変異株であ っ た ･ そ

して, 他に エ ラ ス タ
ー

ゼ で 敵性化 され る 変異株 を,
9 ク ロ ー ン 含ん で い るが t s の性質 はな か っ た

■
2 t s 変異

株感染細胞の培餐温度 の Sh ift u p ,
Sh ift d o w n の実験か ら

,
これ ら の ウイ ル ス の t s 部位 は

,
どちら も ウイ

ルス複製の後期 にある こ と がわ か っ た
.

そ し て
,

非許容温度で の 相補性試験で
, 弱い なが ら相補性が み ら

れたこ とか ら,
お互 い の t s 部位 は

,
少 し異な る が

, 似 て い るも の と思わ れ た ･ 蛍光抗体染色法に より検出

される ウイ ル ス 特異的抗原は
,
非許容温 度で

, 細胞質 に は み ら れた が
, 細胞膜 に はみ られ なか っ た

･
また,

これらに 関連 して測定さ れ た , ウイ ル ス R N A の 合成 は
,

ⅡV J cl ･1 2 0 7 感染細胞 で は, 許容温度で の それ と

比較して
,

野 生株 の場合の 約70 % に減少 して い た ･ H V J cl ･1 20 5 の場合は, 野生株 とほ と ん ど変わ らず,

正常に機能 して い な い R N A 合成 を含む もの と思わ れ た . さ ら に, 持統感染 か ら分離さ れ た ウイ ル ス は
,
t S

変異株で あるな しに か か わ らず
,

一 様 に細胞病原性が 弱く な っ てい た
･
以上の事 実か ら, H VJ 持統感染 は

,

一 般的にt s
,

エ ラ ス タ
ー

ゼ活性化, 弱細胞病原性変異な どの 諸変異 を, 持続感染成立初期で も, 起 こ して

いる ものと 考え られ た .

K e y w o r d s H V J (S e n d ai v ir u s) , 温度感受性 (ts) 変異株 , 持続感染,

c o m p l e m e n t a ti o n
, 細 胞病原性

生体にお ける
, 非腰痛原性 ウ イ ル ス 持続感染

1) 2)の モ

デルとして, 培養細胞 を用い
, その 成立維持 に 関与す

る因子の解明に
, 種々 の ウ イ ル ス一紙胞 系を用 い た研究

が報告され てい る
3)

.
そ の中で

,
D N A 型ウ イ ル ス の場

合は,

一 般に
,
ウイ ル ス D N A ゲ ノ ム が 宿主細胞染色体

に組み込ま れた か た ち で持続感染化 し てい る (例 えば

ヘ ルペ ス ウイ ル ス グ ル ー プ な ど)
1)

.
し か し R N A 型ウ

イルスの 場合 の 機 作 に 関 し て は不 明な 点 が 多 い 3】
が

Fried m a n ら
4)
は持続 感染成立 維 持の 重 要な 因子 と し

てI d ef e c ti v e i n t e rf e ri n g p a rti cl e s ( D I P と略) , イ

ン タ ー フ ェ ロ ン(I F N と略)
,

ウイ ル ス R N A の( c o m ･

pl e m e n t a r y D N A : C D N A と し て) 宿主細胞染色体 へ

の組 み 込 み
,

そ して
, 温度感受性(t s) 変異株の 4 つ を

あげ て い る
.

こ れ ら の う ち
,
D I P に 関 して は, H o ll a n d

ら
5) は長期に わ た る V S V ( v e si c u l a r st o m a titi s v i r u s)

持続感染細胞 に お い て , 完全な ウイ ル ス 粒子 と R N A サ

イ ズの 異なる DIP が持続感染成立 維持に 重要な働き を

し て い る と 報告し て い る
｡

. しか し
,
K a n d a ら

6)
は V e r o

細胞 の H VJ 持続感染細胞 で DIP が 関与して い な い と

報告して い る . そ し て
,
彼 らの 用 い た V e r o 細胞 はI F N

D e v el o p m e n t of H V J (S e n d ai v ir u s) M u t a n t s i n H V J P e r si st e n tl y I nf e c t e d C ells ‥ C h a
-

ra ct e risti c s of H V J I s ol a t ed fr o m E a rly S t a g e of E s t a blis h m e n t of H V J C a rri e r C ell s ･

Y uichi S a t o , D e p a r t m e n t of V ir ol o g y (D i r e c t o r : P r of . M . H a t a n o) , C a n c e r R e s e a r ch

Instit ut e
,
K a n a z a w a U n iv e r sit y .
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非塵生細胞
7I
であ る こ と か らI F N も関与 して い な い と

考 えられ る
. だが I F N が 関与 して い る と い う報告8) も

あり, I F N ま た は D I P は , 必ず しも必要 な因子 と は な

っ て い な い
. ま た ,

レ ト ロ ウ イ ル ス で知 られ て い る と

同 じ様な機作℡)
で, ウイル ス R N A が c D N A と な り宿 主

細胞 D N A に組み 込ま れ る と い う考え
10) 11) に関 しては,

否定的な報告5)1 2) 1 8)
もあり

, 未だ 未解決 の問題 とな っ て

い る
.

一

方, ウイ ル ス 持続感染細胞 か ら は , 持続 感染成立

維持に お け るそ の役割は 明 らか で は な い が, t S 変異株

が 分離 され るとい う報告
l … )も多い

. 著者の研究室 にお

い て も , 森田
1 8)

は , 長期 にわ た っ て 継代 され た H VJ 持

続感染細胞中に t s 変異株の 存在する こと を報告 して い ･

る . しか も
,

これ ら t s 変異株 は細胞病原性が 弱い と い

う性質15) 1 6) を同時 に持つ こと も多く, 持続感染成立維持

へ の 関与が 示 唆され て い る . だ が, こ れ ら持続感染細

胞由来 のt s 変異株 も, ウイ ル ス が十分機能で き る許容

温度で も, 持続感染が 成立す る こ と か ら
16)

, t S 変異が ,

持続感染成立維持 に どれ ほ ど重 要な役割を果 して い る

か 疑問もあ る . そ こ で 著者は, 持続感染成立初期の細

胞か ら ウイ ル ス を分離 し, t S 変異株 の性質 と弱細胞病

原性 (持続感染成立の しや すさ) と の関係につ い て し

らぺ た.

材 料 と 方 法

1 . 使用細胞と培養条件

ウイ ル ス 持続感染に用 い た細胞 は, G M 2 ( G N 系,

ゴ ー ル デ ン ハ ム ス タ
ー

の メ チ ル コ ラ ン ト レ ン誘発 肉腫

由 来) 細 胞
1 7) で, 1 0 % 仔 牛 血 清 加 E a gl e の M E M

( m i n i m a l e s s e n ti al m e di u m ) で培養 した
.

H V J の

持続感染 G M 2 細胞も, 同 じ条件で培 養 した . H V J の感

染価 の 測定 に 用 い た L L C
- M K 2 ( R h e s u s m o n k e y

k i d n e y 由来) 細胞 は
,

5 % 仔牛血 清加 E a gl e の M E M

で培養 した
.
G M 2 及 び H VJ 持続感染細胞は 34

0

C
,
L L C

.

M K 2 細胞 は, 3 r C で培養 し
,
継代 は, 0 . 0 2 % E D T A

( e th yl e n e di a m i n et e tr a a c e t a t e) と 0 . 2 5 % トリ プシ ン

( D if c o ) を用い て行な っ た . ま た ,
ウイ ル ス R N A の

合成 を し ら べ る た めに
,
1 1 日令 の鶏胎仔 を細切 後, ト

リ プ シ ン で 消化 して si n gl e c ell と し
,
1 0 % 仔牛血清加

E a gl e の M E M で , 3 7
0

C に培養 した .

2 . ウ イ ル ス

H VJ 名 古 屋 1
-

6 0 株 の 野 生 株 を39
0

C で 連 続3 回

Si n gl e p l a q u e i s o l a ti o n に よ り cl o ni n g しさ らに
, 発

育鶏卵 に て, 3 9
0

C で 増殖 させ た ウ イ ル ス ( H V J cl . 0 1)

を持続感 染に用 い た
.

ま た, 持続感染細胞か ら分離 さ

れ た ウイ ル ス は
,
L L C

-

M X 2 細胞 で 同様 に 3 回 cl o i n g

し
, 同 じ細胞 で

, トリ プ シ ン( Si g m a) 1 JL g/ m l 又 は エ

ラ ス タ
ー

ゼ(Si g m a ) 1 0 JL g / m l 存在下に て増殖させた.

こ れ らの ウ イ ル ス は
･ 使用ま で - 8 0

0

C に 保存した
.

3 . ウイ ル ス の定量

i ) H V J の 感染価測定 は, S u git a
1 8)

らの方法に従っ

た ･ す なわ ち･ L L C
-

M K 2 細胞 を用 い
, ウイ ルス接種

後 30 分室温 で イ ン キ エ ペ ー

卜 し
, 細胞を H a n k s

･

B SS

(b a l a n c e d s a lt s ol u ti o n ) で 洗條後, トリプシ ン又は

エ ラス タ ー ゼ ( そ れ ぞれ
,

ウイ ル ス

,
を増殖させた時と

同 じ量) を含 む
,

0 ･8 % 寒天 ( D if c o) 血E M 重層による

pl a q u e 法で･ H V J 感染後 7 日 馴こ
, 0 ･0 1 % ニ い ト

ラ ル レ ッ ド を含む寒天 培地 ( 一 回目の 重層と同じ) で

再重層 し
,
1 4 日目で

, pl a q u e 数をか ぞ えた
. 培養温度

はt s 変異株 を考慮 し, 3 2
0

C で行 な っ た
.

ii ) H V J の赤血球凝集素( H e m a g gl u ti n i n : H Ai n)

の 定豊 は,
マ イ ク ロ タイ タ ー 絵 を用 い

, ウイ ル ス液を

2 倍階段稀釈 した後
,
0 ･ 2 5 % ニ ワ トリ 赤血球を0 .0 5 m l

加 え , 4
0

C に 9 0 分放置 し判定 した. 凝集力価は, 完全

凝集 を示 し た最終稀釈倍数をも っ て その価とした.

4 . ウイ ル ス R N A の合成

鶏胎仔細胞 に ウイ ル ス を, 感染多重度( m ultipli city

O f i n f e cti o n : m ･ 0 ･ i .) 5 P F U / 細胞で感染させ
,
32

0

C

で 4 8 時間培養 した後,

一 部 を 39
0

C に 移 して培養する
.

そ して 2 時間後 に a c ti n o m y ci n D ( a c t D と略) (P q

L bi o c h e m i c al s) 1 0 JL g/ m l で 3O 分処理 し, a C t D 存

在下, [
3 H] u ri d in e (2 9 C i/ m m ol

,
R C C A m e rs h a m )

1 0 JL C i/d i s h で 6 時 間 ラ ベ ル し た . そ の 後2 % SI) S

( s o d i u m d o d e c yl s ulf a t e) 加 S T E b u ff e r
19) (0 .1 M

N a Cl
,
1 0 m M T ri s

,
1 m M E D T A

, p H 7 .4) で細胞を

溶解 し 10 % T C A (t ri c h l o r o a c e ti c a cid) 等量を加え,

酸不溶画分 を G F/ C ガ ラ ス フ ィ ル タ
ー ( W h at m a n) に

乗せ た
.

以後, シ ン チ ラ ン ト( D P O 4 g と P O P O P O .1

g を トル エ ン 1 1 に 溶解 したも の) を加 え
, 液体シンチ

レ ー シ ョ ン カウ ン タ
ー ( B e c k m a n L S 9 0 00) に て c p m

を測定 した
.

5 . 蛍光抗体 (F A) 染色法

H V J 野生株で免疫 した家兎か ら得た抗血清に蛍光色

素( FI T C) をラ ベ ル し
, 蛍光抗体染色液と した

20)
.
E V J

の抗原検索 は, カ バ ー ス リ ッ プ上 に 培養 した細胞を
,

ア セ ト ン 固定, 又 は 未固定 で 染 色した
.

6 . i m m tl n O p r e Ci pit a ti o n 法

基本的操作法は W e c h sl e r ら
2 1) の方法に 準じた

.
すな

わ ち, L L C
-

M E 2細胞 に H V J を感染さ せ
,
7 2 時間後

に H a n k s
,

B S S で 洗 い , m e th i o ni n e を含 ま ない 培地

( E a gl e の M E M ) で 10 分間処理 し
,

そ の後, [
35
S]

m e th i o n i n e (6 0 0 Ci/ m m ol
･
C o n

!
m i s s a ri a t a L

･

亘n er
･

gi e A t o m i q u e) 1 0 JL C i/d i s h で 3 時間ラ ベ ル した ･
次

に
,

P B S ( ph o s p h a t e b u ff e r ed s ali n e) で細胞を洗い
,
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mbb e r p Oli c e m a n で 細胞 を はが し P B S で洗淋 (15 0 0

卿
で10 分間遠心) 後

,
1 % T r

･
it o n X ･一10 0 含有 10

m M T ri s
- H C l b u ff e r ( p H 7 ･ 4) で細胞を溶 解 した･

1 時間4
｡

C に 放置後,
4

0

C で 3 0 分間遠心(20 00 r p m ) し,

上帝に抗血清 (蛍光抗体 法に 使用 した抗血清 と同 じ)

20 pl 加え4
O

C に 一 夜放置 し反応させた
･
さらに

,
P r o t ei n

A
-

S ep h a r o s e C L
- 4 B ( P h a r m a ci a ) を加 え 1 時間

4
｡

Cに放置し,
沈埴 を S D S

-

p O l y a c r yl a m id e g el ( ゲ

ル濃度10 % ) で 電気泳動 (S D S
-

P A G E ) を した
･

ゲ

ルは乾燥乱 X 線 フ イ ル ム に は りつ け, オ ー トラ ジオ

グラフイ を行な っ た ･

7 . 相補性試験 ( c o m pl e m e n t a ti o n t e s t)

ts 変異株を単独 の場合は
,

m ･ 0 ･i ･ 5 P F U/ 細胞 で, 2

っのtS 変異株 を同時 に 感染 さ せ る場合 は, そ れ ぞれ m ･

0 .i .
2 .5 P F U 僧 胞で L L C - M K 2細胞 に感染 させ 39

0

C

で48 時間培餐した .
そ して, 単独, 混合感染の ウイ ル

畑 培襲液中へ の腐生を測定 し, 次の式 により c o m pl e
･

m e nt a ti o n i n d e x を求め た
2 2) 2 3)

c o m pl e m e n t a ti o n i n d e x

i eld (A 十B)

yi el d ( A ) + yi eld ( B )

1 55

( A , B は各 ts 変異株を表わ す)

C O m pl e m e n t ati o n i n d e x が 2 以上 のと き相補性陽性
2 2)

と判 定した .

8 , 持続感染細胞分離 ウイ ル ス の 細胞増殖阻害試験

L L C
-

M K 2 細胞 を トリ プ シ ン ( Dif c o) 消化 し, 浮遊

状態 に して, 分離 した H V J を それ ぞれ, m . 0 .i . 5 P F U /

細胞 で感染させ た . 室温で 30 分吸着後 H a n k $
,

B S S で

洗練 し, 細胞数 をか ぞ え, 5 . 0 ×1 0
▲個/ ベ トリ皿 (直径

35 m m , F al c o n ) の 浪度で細胞 を植え, 3 4
0

C で培養 し,

4 日目と 7 日目 に増殖 した細胞数 をか ぞえ,
その感染に

よる 増殖 へ の 影響 を み た .

成 韻

1 . H V J 持続感染細胞か らの t s 変東棟の分離

G M 2 細 胞 に H VJ cl .01 を m . 0 ,i . 0 . 0 0 1 P F U /細 胞で

感染さ せ, 3 4
0

C で 継代 して, H V J 持続感染 G M 2( G M 2

H V J cl .0 1) 細胞を樹立後, 継代第12 代(感染後84 日)

の 培鷹上清か ら ウイ ル ス を分離 した
.
その後 3 回 cl o n ･

i n g 後 , L L C
-

M K 2 細胞 に 打L O .i . 5 P F U /細胞で 感染さ

せ
,
3 9

0

C と 3 2
0

C にお ける, 4 8 時間後 の ウイ ル ス 増殖畳

T abl e l . C o m p a r a ti v e yi eld a t 3 2
0

C a n d 3 9
0

C of s e v e r a l H V J cl o n e s (cl ･) n e w l y r e c o v e r e d

f r o m G M 2
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を各ク ロ ー ン で比較 した (表 1) .

こ れ をみ ると
,
3 9

0

C と 3 2
0

C の 増殖比 は
,
1 9 ク ロ

ー ン

で
,
2 . 5 ×1 0

~ l ～

1 . 8 × 1 0
~ 4

を示 し, 湿度感受性の 程度が
,

そ れ ぞれ 異な る ウイ ブレス が 存在 して い た .
こ の 39

0

C と

32
8

C の増殖比が
,
1 . 0 ×1 0

- a 以下 を t s 変異株 と して あつ

か う と, 2 個の t s 変異株( H V J cl .1 2 0 5 と H VJ cl .1 20 7)

が 含まれ, こ の状態の持続感染細胞よ りの t s 変異株の

分離率 は 2/ 1 9( 表1 の エ ラ ス タ ー ゼ ク ロ
ー ン も 含めて)

約10 % で あ っ た
.

また
, 同 じ培養上帝中に は,

エ ラ ス

タ ー ゼ で活性化され る
,

い わ ゆる p r o t e a s e a c ti v a ti o n

m u t a n t v i ru S
2 4)が

,
2 . 5 ×1 0

p 4
の頻度 で含ま れ て い た

2 5)
.

こ れ ら,
エ ラ ス タ

ー

ゼで 活性 化さ れ る ウイ ル ス に つ い

て
, 9 個の ク ロ

ー ンの 39
0

C と 32
0

C の増殖比 を し らべ た

が
,

t S 変異株 は含ま れ て い な か っ た (表1) .

2 . t s 変異株の t s 部位推定実験

分離 され た 2 個 の t s 変異株 掴 V J c l .1 2 0 5 と H V J cl .

12 0 7) に つ い て ts の 部位が ど こ に 存在 す るの か しら べ

る た め
, 培 襲温度の Shif t u p (3 2

O

C か ら 39
0

C へ) , Sh ift

d o w n (3 9
0

C か ら 32
0

C へ) の実験 を行な っ た . 両 ウイ )t/

ス を m . 0 .i . 5 P F U /細 胞で L L C
-

M K 2 細胞に 感染させ
t

感染後, Sb ift u p す る 時間を変化 させ ると, H V J cl .1 2 0 5

で は 10 時間以前で
,

H V J cl . 12 0 7 で は
,
1 3 時間以前で

Sbif t n p す る と
,

い ずれ で も ウイ ル ス の 慶生 が み られ

な か っ た(図1
,

図2)
.

また , Sh if t d o w n の 実験 で は
,

感染後, 2 4 時間に shi ft d o w n す る と
, 両 ウイ ル ス と

も, 5 時間後に ウイ ル ス の 産生 が み られ た( 図 1
, 図2)

｡

以上 の 実験か ら
, 両t s 変異株 の温度感受性の部位 は,

ウイ ル ス感染後約10 時間前後の 後 期に あ ると考 えられ

た
.

3 . t s 変異株の vi r al R N A ( v
- R N A ) の 合成比 の

比 較

2 偶 の ts 変 異 株 H VJ c l . 1 2 0 5
,

H V J cl .1 2 0 7 の Ⅴ-

R N A 合 成能 が
, 3 9

b

C と 3 2
0

C で 変化 す る か 否 か, P rト

m a r y c h i c k e m b r y o c ell で しら べ た . c hi c k e m b r y o

C ell に 両t s 変異株 を m . 0 .i . 5 P U F / 細胞で感染 させ ,

3 2
0

C で 4 8 時間培養後
,

一 部 を 39
0

C に 移 し
,

a C t D 存在

下で[
3
H] u rid i n e の と り込 み, す な わ ち

,
Ⅴ

-

R N A の

合成 をみ た (表 2) .

H V J cl .12 0 5 は
,
野生株 H V J cl .0 1 の 3 9

0

C と 3 2
0

C の 合

成比(0 . 7 3) と比較 して も そ の 比 が 0 . 7 5 と ほ ぼ 等しか

っ た が
,
H V J cl .1 2 0 7 は そ の 比 が 0 . 5 0 と約 30 % 低下 し

てい た
.

こ の表 2 に は
, 他の 持続感染細 胞か ら得 られ

たt s 変異株の Ⅴ
-

R N A 合成も比 較 のた めに表 わ した .

その う ち , H V J cl .14 は G 2(骨髄 巨細胞腰 由来) 細胞の

H VJ 持続感染細胞か ら分離さ れ た ウイ ル ス
2郎 で

,
3 9

8

C

で は , Ⅴ
- R N A 合成 が マ イ ナ ス で , 阻害さ れ る もの ,

H V J cl .1 5 1 は, B H K (b a b y h a m st e r k i d n e y 由来)

8
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細胞の ⅢV J 持続感染細胞か ら分離 されたウイ ルス
27)で

Ⅴ
-

R N A 合成が プ ラ ス で
,
3 9

0

C で も 変化 をう けない も

の で あ る . そ して こ れ ら の ウイ ル ス と比較する と
,

こ

こ で得た H VJ cl ユ20 5 は, H V J
■

cl .1 5 1 に , また H VJcl ･

1 2 0 7 は
,

H V J cl .1 4 に類似 した Ⅴ- R N A 合成比(39
D

C
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T a bl e 2 ･ V i r a l R N A s y n th e si s a t 3 2
0

C a n d 3 9
-

C i n p ri m a r y c hi c k e m b r y o c ell s i n f e c t e d
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I n c o r p o r at ed [
3
H] u ridi n e i n t o c ell s i n f e c t e d w ith v a ri o u s H V J cl o n e s w e r e d e te r mi n e d a s

d e s c rib e d i n M a t e ri a l s a n d M e th o d s .

*
R N A ~ t s

･

m u t a n t d e ri v ed f r o m G 2
･ H V J c a r ri eてC ell s ･

# R N A
十
t s

q

m u t a n t d e ri v e d f r o m B H K ･ H V J c a r r l e r C e11 s
.

Fi g ･ 3 ･ F l u o r e s c e n t̀ a n tib o d y st a i n i n g o f a c e t o n - fi x e d L L C - M Iく2 C e11 s i n f e c t e d wi t h H V J cl .

1 20 5 (A ,
B ) o r H V J cl

.
1 2 0 7 ( C

,
D ) . I n f e ct ed c e ll s w e r e c ul t u r ed f o r 7 2 h r a t 3 2

0

C ｡ r 3 9
O

C a n d
St ai n ed w ith H V J - S P e Cifi c fl u o r e s c e n t a n tib o d y . A a n d C : a t 3 2

0

C
,
B a n d D = a t 3 9

O

C .

と32
0

C に お ける合成比) を示 し て い た
.

4 ･ tS 変異株の ウイ ル ス 特異的抗原産 生能

得られた 2 個の t s 変異株 に つ い て, 3 9
d

c に お ける ウ

イル ス特異的抗原の塵 生 を蛍光抗体染色法 で しら べた .

すなわち
,
それ ぞれ の ウイ ル ス を L L C - M K

2 細胞 に 感

染徽 32
0

C 又 は
,
3 9

0

C に お い て
,
7 2 時間培養 し, 染色,

鏡検 した .

図 3 B
,
D に 示 した ごと く

,
39

0

C に お い ても
, 細胞質

内に 抗原の 産生が 認め られ た . し か し , 3 2
0

C にお ける

抗原産生( 図3 A
,

C) と比 較す る と, どち らの ウイ ル
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F i g . 4 . Fl u o r e s c e n t a n ti b o d y st ai ni n g o f u n fi x e d L L C
-

M K 2 C ell s i n f e ct e d wi th H V J cl ･12 0 5 (E ,

F) o r H V J cl .1 2 0 7 ( G
,
H ) .

E a c h s a m pl e w a s i n c u b a t ed f o r 7 2 h r a t 3 2
0

C o r 3 9
O

C a n d s t ai n e d

wi t h H V J
-

S p e C ifi c fl u o r e s c e n t a n tib o d y . S t r o n g fl u o r e s c e n c e i s s e e n o n t h e c ell m e m b r a n e

i n c u b a t e d a t 3 2
Q

C ( E
,
G ) ,

b u t n o t o n th e s a m pl e s in c u b a t e d a t 3 9
0

C (F ,
H )･

ス でも , 抗原陽性細胞の 率 は低く, H V J cl ユ20 5 感染細

胞 で は ,
20 ～ 3 0 % ,

E V J cl .1 2 0 7 感染細胞で は 50 ～ 6 0

% であ っ た
.

また, 未固定標本 に よる
,̀ 細胞膜表面抗

原の検 出で は
,

H V J cl .1 2 0 5 又 は, H V J cl .12 0 7 感染細

胞 どち ら も ,
39

0

C にお い て
, 抗原が 細胞膜に検 出で き

なか っ た (図 4 F
,

H )
.

しか し, 3 2
0

C で は, い ずれ の

ウイ ル ス 感染細胞 にお い て も , 細胞膜 の抗原が 明瞭 に

認 め られ た (図4 E
,

G ) .

5 . i m m u n o p r e ci pi t a ti o n と S D S
-

P A G E 法 に よ

る ウイ ル ス 抗原合成能の 検索

非許容温度 (3g
O

C) にお い て , ウイ ル ス 抗原産生の

み られ るt s 変異株 につ い て, どの構成蛋白が合成され
,

どの 蛋白が 合成 さ れ な い か を し ら べ る の にi m m u n o
･

p r e ci pit a ti o n 法 は大変有用 な 方法 で ある . そ こ で
, 両

H VJ cl .1 2 0 5
,
H V J cl .1 2 0 7 を m . 0 .i . 5 P F U / 細胞で L L C

-

M K 2 細胞に感染さ せ
,
3 2

0

C 又 は 39
Q

C に おい て 72 時間

培養 した後, [
9 5
S] m e t hi o n i n e で 蛋白を ラ ベ ル して,

i m m u n o p r e ci pit a ti o n と S D S - P A G E を行 な っ た .

図 5 に示 す ごとく, H V J cl .1 2 0 5
,
H V J clユ20 7 感染細

胞は, 3 9
0

C に お ける ウイ ル ス 構成蛋白抗原の合成量が

少な く
, 明瞭な バ ン ドと して 確認で きな か っ た . 特 に

A B C D

r
ん

｢ { {

q b q b G b

Fi g . 5 . A u t o r a d i o g r a p h o f H V J - S p e Ctifi c p r o tein s

o b s e rv e d b y i m m u n o p r e ci pit a ti o n a n d s u b s e q u e n t

p o l y a c r yl a mi d e g el el e c t r o p h o r e si s i n L L C - M K 2

c ell s i n fらc t e d w i th H V J cl o n e s a t 32
O

C (a) a nd

3 9
｡

C (b) . A
,
B a n d C w e r e i n f e c t e d w ith H VJ cl ･01 ･

H V J cl . 1 2 0 5 a n d H V J cl ･1 20 7 r e s p e c ti v ely ･
D

s h o w s u n i n f e c te d L L C
- M K 2 C ell s ･

箋

･
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T a b l e 3 ･ C o m pl e m e n t a ti o n t e st a m o n g H V J t s
･

m u t a n t S , Cl . 1 2 0 5
,
C l . 1 2 0 7

,
Cl . 1 51 a n d cl . 1 4 i n

L L C ･ M K 2 C ell s a t 3 9
0

C

ts ･ m u t a n t S C l . 1 2 0 5 cl . 1 2 0 7 cl . 1 51 cl
. 1 4

cI . 1 2 0 5

cl . 1 2 0 7

cl .
1 51

Cl .
1 4

C o m pl e m e h t a ti o n i n d e x =
Y i eld (A +

Y i eld ( A ) +

(A a n d B i n d i c a t e e a c h t s ･ m u t a n t .)

H V J cl .
12 0 5 感染細胞 では

,
3 9

0

C に お い て蛋 白バ ン ドが

全くみられ ず
,

この 方法に よ る構成蛋白抗原合成の 解

析は
,
ウイル ス R N A の 合成実験 と平行 し なか っ た

.
し

かし,
F A 法に よ る細胞質 内の ウイ ル ス特異的抗原検索

の結果と は
,

両ウイ ル ス 感染細胞と も ほ ぼ
一

致 した 成

績を示した.

6 . 相補性試験

先の2 変異株の t s 部位の推定実験 で示 された ごとく
,

注VJcl .1 2 05 と H VJ cl .1 2 0 7 の 両ク ロ
ー

ン は共 に, ウイ

ルス複製の後期 に t s 部位 をも っ て い るら しい が
, 両者

が同 一 か否か, 相補性が成立 しうる部位か どう か を
,

39
0

C で相補性試験 を行 な い 検討 した
.

また
,

この 時,

同時に
,

Ⅴ
一 R N A 合成 実験 と 同 じく

, 対照 と し て
,

H VJ cl .1 4 と H V J cl .15 1 (共 に t s 変異株) も 用い て
, 相

互の相補性 を検討 した .

表3 に 示 した ごと く , H V J cl .1 2 0 5 と H V J cl .1 2 07 の

C O m ple m e n ta ti o n i n d e x は 7 . 8 で
, 弱 い な が ら 相補性

がみられ
,

t S 部位の ある程度の 相遥が
, 両者間で明 ら

かにされ た
.
由V J clユ4 と H VJ cl .1 5 1 との 間で は

, 両

H VJ cl .1 20 5
,
H V J cl .1 2 0 7 ク ロ

ー ン は
,

い ずれ も c o m ,

ple m e n t ati o n が 陽 性 で
, 特 に H V J cl .1 4 と の 間 の

ind e x が大きか っ た .

7 ･ 持続感染細胞か ら分離さ れ た ウイ ル ス の 細胞増

殖阻害一 細胞病原性 の 検討

ウイル ス持続感染細胞か ら 分離さ れ たウ イ ル ス は
一

般に
, 細胞病原性(細胞変性効果惹起能) が 低 い 28)

と い

われている . そ こ で
,
H V J 持続感染後12 代継代 し た細

胞から分離され た ウイ ル ス ク ロ
ー ン に つ い て

, 感染細

胞の増殖へ の影響 を指標 に して
, 細胞病原性 の 強弱 を

輸 してみ た
.

図6 に示 した よう に
, 持続感染か ら得 ら れ た ウイ ル

スは
, tS 変異株の みな ら ず, 非t s 変異株 も細胞病原性

が弱く, 野生株, H VJ cl .0 1 の 感染 と比較 して
,
感染細

胞の生存, 増殖が み ら れ た . また
, 同 じ持続感染細胞

より分離され た
,

エ ラ ス タ
ー

ゼ 活性化変異 ウイ ル ス(表

Y i eld (B )

(

で
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Cl o n e s e m pl o y e d h e r e .

1 参照) も
,

t S 変異株 で はな い が
, 細胞病原性は

,
同様

に 弱か っ た
. 同時 に

, 長期 に わ た っ て維持さ れ てき た

持続感染細胞か ら 分離され た既述の ウイ ル ス
, H V J cl .

1 4
,
H V J cl .1 5 1 に つ い て も

,
同様の 実験 を行な っ たが

,

継代12 代目か ら分離 され た ウイ ル ス と比較して, 細胞

病原性 の強さ に 大き な差 はな か っ た
.
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考 察

一 般に
,

ウイ ル ス 持続,
さ ら に潜伏感染が 成立維持

され て い く の に, 持続, 潜伏感染 ウイ ル ス が, その感

染成立に 使用 した野生株の 性質, 特 に 細胞内増殖や,

細胞病原性 な どが そ の ま まで あれ ば, 感染細胞 は, 細

胞変性な どに陥 ちい り, 死滅せ ざるを得 な い
. しか し

,

こ の様な こ と は, 持続又 は潜伏感染成立 に反 して お り ,

従 っ て, そ の成立維持 のた め
, 最も基本 的に は, 少な

く と も, 細胞病原性 な ども含 めた
,

ウイ ル ス 変異が 出

現し ならナれ ば, 持続感染 は成立 し維持さ れ て い かな い

と思わ れ る .

先 に述 べ た ご とく, 著者 も
,

ウイ ル ス 持続感染成立

維持 に必要な, ウイ ル ス 側 因子 と して あげら れ てい る

も の のうち , 特 に ts 変異 に閲 し, H V J 持続感染細胞分

離ウイ ル ス に つ い て, 検討 を加 えた
.

ウイ ル ス 持続感

染成立初期, 第 12 代継代 ( ウイ ル ス 感染後 84 日) の

G M 2 H V J cl .0 1 細胞か ら分離さ れ た 19 の ク ロ
ー ン につ

い て
, その 温度感受性度を, 3 2

0

C と 3 9
0

C で の ウイ ル ス

増殖性 と して しら ペ る と
, 温度感受性度の さ ま ざま に

異な っ た ウ イ ル ス が 存在 して い た . J u ら
Ⅰ3)

も 同様 に

m e a sl e s v i r u s の持続感染細胞分離 ウイ ル ス に
, 程度の

異な る温度感受性の ある こ と を み て い る
.

しか も , 彼

らの持続感染に 用 い た o ri gi n al の ウ イ ル ス に は
,
温度

感受性 のあ る ウイ ル ス が存在 して い な か っ た . 著者 の

場合も, 持続感染成立 に 用 い た H V J cl .0 1 は
,
3 9

0

C で 3

回 cl o n i □g したの で温度感受性の ある ウイ ル ス の混在 は

考 えに く い ( 表1) . 従 っ て 持続感染成立の 過程に お い

て
, 感染 に 使用 した ウイ ル ス が

, 宿主 であ る細胞か ら

何 らか の影響 を受 け, それ に よ っ て ts 変異化 してく る

と思わ れ た
.
ま た, ウイ ル ス の 39

0

C と 3 2
0

C に お ける産

生量の比が 1 . 0 ×10~ 3 以下を t s 変異株 と定義すれ ば, 著

者の 12 代継代で の分離率, 約 10 % (2/ 1 9) は
,

ウイ

ル ス 持続感染成立のか な り初 期に お け るt s 変異株出現

の可能性 を暗示 して い る . この こ と は V S V の持続感 染

L 細胞, 第 21 代継代細胞 の培養上 清か らすで に t s 変異

株 を分離 し た ,
T h a c o r e ら

2 9)の 報告と も似か よ っ て い

る
.

分離さ れ た 2 偶の t s 変異株 の t s 部位 は温度 の sh ift

t lp , S h ift d o w n の 実験か ら, ウイ ル ス 複製 の後期( 感

染後約10 時間前後) に 存在す る こ と が わ か っ た . そ し

て
,

F A 法 を用い た実験か ら
, 非許容温度(39

0

C ) にお

い て, ウイ ル ス 抗原 は細胞質 に は見い 出され る(図 3 B
,

D ) が
, 細胞膜 の表面に は見 い 出され な か っ た( 図4 F

,

H ) .
これ は

,
Sh ift d o w n 後 ,

ウイ ル ス h e m a g gl u ti ni n

( H A iIl) の産生が
,
5 時間後 か ら み られ る こ と (図 1

,

2) と
一 致 して い る と思わ れ る

. 何と な れ ば
, 複製後期

藤

に t s 部位が ある た め ･ 3 9
0

C に お い て , 細胞質内に合成

さ れ た H A i n が
, 時間 とと も に細胞膜に 移動し膜に組

み 込 まれ て い な い と考 え られ る か ら で ある ･ 同様に
,

Y o sh id a ら
2 7)

は , 非許容温度で ウイ ル ス の M (m e m
.

b r a n e 又 は m a t ri x の意) 蛋白と H N 糖蛋白が合成され

な い H VJ cl ･1 51 の s hift d o w n の実験 で
,

Shift d o w n

後 3 時間以内に H A i n の産生が お こ ると報告している
.

彼 らの 場合 は,
M 蛋 白が ,

ウイ)t / ス の a s s e m bly に必

要 な蛋白で ある
3 0〉3 1) こ とか ら,

こ こ で 分離されたts 変

異株 は, a S S e m bl y 以 前 の段 階で 停止 すると考えられた.

そ こ で
,

非許容 温度 (39
0

C) に お ける両t s 変異株感

染細胞で の ウイ ル ス 構成蛋白合成 をi m m u n o p r e cipita
.

ti o n
,

S D S - P A G E 法で 検討 し た . H V J cl .12 05 及び

H V J cl ･1 2 0 7 感染細胞 は
,
3 2

0

C に お ける ウイ ル ス構成蛋

白合成 と 39
0

C の もの と比較す る と 39
0

C の方がはるかに

低下 して お り, 明瞭 な蛋白 バ ン ドと して確認できなか

っ た (図5) . 特 に H V J cl .1 2 0 5 感染細胞の 39
0

C では,

ウイ ル ス構 成蛋白の バ ン ドが 全くみ られ なか っ た .

一

方 H V J cl .1 2 0 5 , H V J cl .1 2 0 7 感染細胞の 非許容温度に

お け る Ⅴ
-

R N A 合成 を許容温度 (32
0

C) と比較すると

(表 2)
,

H V J cl .1 2 0 5 で は
,

野生株 冊 VJ cl .0 1) と同

じ比率で あ っ た が, H V J cl .
1 2 0 7 は野 生株の 約70 % に

減少 し てい た
.

こ れ は
,

Ⅴ
- R N A 合成と ウイ ル ス構成

蛋 白合成 は
,

一 般 に平行関係 に ある と考 えられること

か らみる と
,
H V J cl .1 2 0 7 の場合は

,
両者の合成とも39

0

C

で は減少 し,

一 応平行関係 に あるも の の ,
H VJ cl .1 205

の 39
0

C に お い て は
,

Ⅴ
- R N A 合成 はみ られ たのに

,
ウ

イ ル ス 構成蛋白の 合成が減 少 し
, 検出でき ない という

関係が み い 出され た . それ ゆ え ,
ⅢVJ cl .

120 5 感染細胞

の 非許容温度 で合成 され た Ⅴ
- R N A は

, 正 常に機能し

な い V
- R N A か も しれ ず,

さ ら に R N A 分析が必要と

思わ れ た .

こ こ で得 ら れ た t s 変異株 の 相補性実験で
, 弱いなが

ら相補性 が, 非許容温度で み ら れた こ と から
, 両ts 変

異株は
,

い く ら か異 な っ た 部位 に 温度感受性の 部位が

あ る と 考え ら れ る . しか し
,
培 養温度変換実験から

,

ウイ ル ス 複製 の ほ ぼ 同じ時期に そ の 部位が推定され,

そ の た め に
, 非常 に 似 た挙動 を示 し

, 相補性は小さか

っ た の か も しれ な い
.
A d a c hi

2 3) らは
,
H V J 野生株を持

続感染させ た V e r o 細 胞の第 37 代継代培養上清から,

3 偶の t s 変異株 の ク ロ
ー ン を分離し

,
それが互い に

,

相補 性が 無 か っ た と 報告 し て い る
.

一 方 , J tl ら
32)
は

m e a sl e s v i r u s の 持続感染細胞 から t s 変異株を分離し
,

7 つ の C O m Pl e m e n t a ti o n グル T プ に 分類してお り,
tS

部位の 異な っ た ウイ ル ス が , 同 一 持続感染細胞内に存

在す る と し てい る .
こ れ を考 え合わ せ ると

, 持続感染

細胞分離 ウイ ル ス は, その 分離 され る 時期,
あるい は,

.

..
:

■.
÷

■J‥

..



H V J (S e n d ai vi r u s) 持続感染細胞に お け るウイ ル ス 変異

持続感染に用い た ウイ ル ス 瀾 胞の 系で, t S 変異の程度

に関しても, 異な るの で は な い か と思わ れ る
｡ そ れ ゆ

ぇ,
ここで新た に成立させ た H V J cl ･0 1 持続感撰蛸 脚 こ

っいても, さら に 継代を か さね て, そ こか ら分離さ れ

るウイ′レス の 変異 に つ い て し ら べ る こ と は
, 持続感染

の横棒解明に 役立つ と思 われ る
･

ts 変異と関連して生ずる可 能性のある H V J 変異の
一

っとして, 著者の場合,
表 1 に示 した ごと く , H V J 持

靡感染細胞から
,

エ ラス タ ー ゼ での み活性化 され る( ト

け シ ンは無効) 変異株が, 2 ･ 5 ×m
"
の頻度で 分離さ

れた.
H V J は,

一 般に そ の感染性を構成分 ‥ F(f u si o n

の意) 蛋白に 依存 し
,

こ の 蛋白が 通常, ト リ プ シ ン な

どの蛋白分解酵素 によ っ て活性化さ れ て, 初 めて 感染

性を獲得する 叫 細 と され て い る
･

そ れ ゆ え, こ の 様 な

pr ote a
s e a c ti v a ti o n m u t a n t ,

エ ラス タ ー ゼ 活性化変

紳 が分離され た こ とは
,

t S 変異以 外の変異 が
,

持続

感染細胞内で生 じてい る
一 つ の 例 を示 して い る と思わ

れるが, その持続感染成立維持 に お ける役割は不明で
,

今後, 検討を要す る問題 と思 われ る
.

さ ら に
,

こ の様

なもとのウイ ル ス と異な る活性化機構の獲得変異 は,

脚J の臓器噂好性
3 5)か ら考 え る と興味深 い

.

さらに, 持続感染か ら得 ら れ た ウイ ル ス は
一

般 に
,

醜病原性が低い こ と か ら, 分離 ウイ ル ス に つ い て
,

細胞増殖に与 える影響を指標 と して
,
細胞病原性の 強

離 しらべ てみ た (図6) . 持続感染細胞 か ら得 られ た

各ウイル ス の細胞病原性 は
, 温度感受性 の程度が 適 っ

ていても, 野生株 H VJ cl .0 1 感染 のも の と比較 す る と,

はるかに弱か っ た . そ して
,

こ の 細胞病原性 の 低下 は
,

感染細胞を細胞変性に 陥ち い ら しめ て , 死 に 追 い や る

ことが少なく, 持続感染成立維持 に
, 甚 だ合理 的な 変

異といえよ う
.

以上
, 論じて き た

,
H V J 持続感染細胞 分離 ウイ ル ス

のts 変異, el a st a s e a c ti v a ti o n 変異, 細胞病原性の 変

異は
, 他のい わ ゆ る持続感染成立 維持に 関与 す る とい

われるDIP , I F N な どの 問題 も含 めて
,

い か に 相関 し

ているのか
, ま た ,

こ れ ら の変異が
, 持続感染細胞で

起き易い理由の 追 求も将来 に 残され てい る .

1 ･ 持続感染細胞の 第 12 代継代よ り の 分離 ウイ ル

ス
, 19 ク ロ ー ン は

, さ ま ざま に 異な っ た ts 度(3 9
0

C と

32
8

C における増殖比) をもち, そ の比が 1 . 0 ×1 0
- 3 以下

.

..
:
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∴
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の t s 変異株 は, 2/1 9 : 約 10 % 存在 した ｡ ま た, 同じ培

養上浦か ら, 同時に ,
エ ラ ス タ

ー ゼで の み活性化 され

る変異ウイ ル ス が 2 . 5 ×1 0
- 4
の頻度で 分離 され た.

2 ･ 分離 され た 2 個の t s 変異株 は, 温度の Sh if t u p ,

Sh ift d o w n の 実験 か ら, t S 部位 が, ウイ ル ス 複製の後

期
,
感染後約 10 時間前後 に推定さ れ た

. また, 2 偶の

t s 変異株は
,
非許容温度 で

, 弱い なが ら相補性が認 め

られ , その t s 部位は , 少 し異な るが 互い に近い よく似

たも の と思わ れ た .

3 . 分離 2 t s 変異株 の う ち H V J cl .1 2 0 5 は , 39
0

C と

3 2
0

C に お け る Ⅴ
-

R N A 合成比 は野生株 と同じであっ た

が , 他の ⅢVJ cl .1 20 7 は , 野生株に お け る比より, さ ら

に 約 30 % 低下 した Ⅴ
- R N A の 合成比を示 した

.

4 . 2 t s 変異株の ウイ ル ス 構成蛋白抗原合成能は, 非

許容温度で低下す る こ とが, 蛍光 抗体染色法,i m m u n o
･

p r e ci pit a ti o n
,
S D S

M

P A G E 法で た しか め られ た
.

5 . 持続感染細胞 分離 ウイ ル ス は , t S 変異株, 非 t $

変異株を 問わず, 細胞病原性が 弱く な っ てい た .

以上 を総括す る と, H VJ 持続感染の 場合,
か なり初

期 に
, す で に t s

-

, エ ラ ス タ
ー

ゼ 活性化
-

, 弱細胞病原

性変異な どが 生 じ, そ の成立維持に あずか っ て い る も

の と思わ れ た
.
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迂 o w e v e r
,

n O di ff e r e n c e s w e r e f o u n d i n t h e c a s e o f H V J c l ･ 1 2 0 5
,

S u g g e Sti n g a n e xi st e n ce of

n o n - fu n c ti o n a l v - R N A s y nt h e si s a s a p a rt o f t o t al s y n t h e sis ･ I n a d d i ti o n
,
H V J cl o n e s r e c o v e r e d

f r o m a r e l a ti v el y e a rl y s t a g e o f H V J c a rri e r c ell s
,

W h e t h e r t s
-

m u t a n t O r n O t
,
S h o w e d a l o w e r e d

c y t o p a t h o g e ni c c h a r a ct e t i n t h ei r i n f e cti o n s o f t h e c e 11s
,

W h e n c o m p a r e d w it h th a t b y o rigi n al

w il d H V J c l
.
0 1

.

Al 1 t h e se fi n d i n g s s u g g e st t h at H V J p e r si st e n t i n f e cti o n g e n e r all y t e n d s t o p r o d u c e s e v e r al

m u t a n t s,
S u C h a s t s ･

,
el as t a s e a c ti v a ti o n

-

,
l o w e r e d c y t o p a t h o g e n i c

-

m u t a n S e t C ･ i n c a r ri e d vi ru S e V e n

at a r el ati v el y e ar 1 y st a g e of c a r ri e r e s t a b li s h m e n t .
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