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Paramyxovirus:HVJ(SendaiVirus)

持続感染の研究 :持続感染細胞分離

HVJ温度感受性変異株の特性

金沢大学がん研究所 ウイルス学講座 (主任 :波田野基一教授)

森 田 修 行

(昭和50年 5月7日受付)

培養細胞におけるウイルスの持続感染はこれまで種

々のウイルスについて報告 されてい るが , その多 く

は,ウイルス増殖が一部分の細胞に限局され,少数の

感染細胞 と大多数の正常細胞 との均衡によって成立 し

ているとされている1).従 って,持続感染の維持には.

ウイルス感染に抵抗性の細胞の混在 . あ るい は イ ン

ターフェロン (IF).低濃度のウイルス抗体等 .抗 ウ

イルス性因子の存在が必要 とされた.か ゝる持続感染

細胞は,高濃度の抗血清存在下で培養されると,感染

が容易に治癒 (cure)された.これに対 して . パ ラ

ミキソウイルスによる持続感染細胞は,細胞変性効果

(CPE)を示すことなく,正常な増殖を続 け ること.

および抗血清存在下でも感染がけっして治癒されない

2)～4)ことで,特異な持続感染系を示 しているが,その

持続感染機構については不明の点が多い.最近,同 じ

パラミキソウイルスの一つであるニューカッスル病 ウ

イルス (NDV)持続感染 L細胞に.温度感受性 (ts)

変異株の存在することが報告された5).一方 ,HVJ

(パラミキソウイルス1型,Sendaivirus)持続感

染 HeLa細胞においては.感染性 ウイル スが認 め ら

れず.培養液中に兄い出される血球凝集素 (HAin)

は感染性を示さない4).また,Morimotoらが,細胞

維持液への低濃度 トリプシン添加で.VERO 細胞 に

おける HVJの完全増殖を報告6)して以来,HVJの

感染性発現に及ぼす トリプシン効果について,いくつ

かの解析がなされてきた7)8).これらより,著者は.重

層寒天培地に トリプシンを加えた VERO 細胞での ブ

ラック測定法により,各種 HVJ持続感染細胞抽出液

を検索 したところ.それらに HVJts変異株の存在 を

兄い出した.そこで,か ゝる HVJtsと鶏胎児継代 原

397

株 HVJ(HVJ｡)との比較から.HVJ持続感染化 の機

序について検討を加えた.

実験材料と方法

Ⅰ.使用細胞と培養法

HVJ持続感染 HeLa細胞 (HeLa-HVJ)は,Maeno

らによって樹立された4)ものである. 試験管 内が ん

化-ムスター胎児肺細胞 (THEL)9)の HVJ持続感 染

細胞 (THEL-HVJ)10).および人骨巨細胞 腫 由来継代

培養細胞 (G2)Mの HVJ持続感染細胞 (G2-HVJ)12)

は. 我々の研究室において樹立され, 6年以上にわ

たり. それぞれの親細胞と同一の培養条件 (通常の

トリブシニゼイション法)にて維持されてきた.これ

らの HVJ持続感染細胞は,いずれも常に HVJの

HAinを産生 し,すべての細胞にウイルス抗原が蛍光

抗体法で認められ,かつ抗 HVJ血清の存在で,持続

感染から治癒されない点において,同 じ佐賀 を示 し,

(EagleMEM+10%子牛血清)を培養液 として.通常

35oC にて継代培養された.HVJassay用 の VERO

細胞は,(EagleMEM+2%子年血清)液で 35oCな

いし 37oC で培養された.

Ⅰ.ウイルス

HVJ:名古屋 1-60株の鶏胎児 (9日目).370C

4日増殖後のウイルス (血球凝集価 :32,000HAU/

ml,感染価 :1.6×109pFU/ml) が HVJ の原株

(HVJ｡)として用いられた.血球凝集反応 (HA)は

鶏血球で測定された.インターフェロン測定用の水泡

性口内炎 ウイルス (VesicularStomatitisVirus:

VSV)は,HeLa細胞増殖後.使用まで-85oC に保

存 された.

Studies on the PersistentInfection with Paramyxovirus :HVJ(SendaiVirus)in

CulturedCells:Characteristics of Temperature-Sensitive MutantsIsolated from HVJ-

CarrierCultures.OsayukiMorita,DepartmentofVirology (Director:Prof.M.Hatano),

Cancer Research Institute,Kanazawa University.
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ELHVJ持続感染細胞抽出液

350C3日間培養された各種 HVJ持続感染細胞

は, 0.1% プロナーゼで分散後, lxlO7細胞/ml

の濃度に EagleMEM(MEM)で再浮遊 し,-85oC

に保存された.使用に醸 し.融解細胞液は.音波処理

(30ワット.60秒処理):ソニ フ ァイヤ. プ ラ ンソ

ン)により壌わされ,遠心 (5.000回転.15分 ) して

細胞残壇を除いたt.その上澄が細胞抽出液として,拷

続感染細胞由来の感染性 HVJ(HVJ,i)の棲品とされ

た.

Ⅳ. トリプシンおよび トリプシン阻害剤

再結晶化 トリプシン (シグマ)と大豆製 トリプシン

阻害剤 (シグマ)が用いられ.HVJの トリプ シン処

理には.ウイルス液に最終濃度 10fLg/mlの トリプ シ

ンを加え.37oC温浴槽で 10分作用後 , トリプ シン

阻害剤を トリプシンと等量加えて,作用 を停止 させ

た.

V.抗 HVJ血清

HVJ含有費尿液を超遠心 (30,000g.60分 ) し.

沈益を 0.15M リン酸壌衝生理食塩水 (PBS)に濃縮

再浮遊 して,HVJ抗原 (240,000HAU/ml)とした.

HVJ免疫には,家兎腹腔内にか ゝる HVJ抗原 4ml

を 5日間隔で 6回 接種 した.最終接種の 10日後 .揺

血 し.抗体価は血球凝集抑制試験 (HAI)で,5.120

HAIU/0.25mlを示 した.

Ⅵ.蛍光抗体法 (FA法)と血球 吸着法 (HAD

法)

これら両者はいずれも,細胞内の HVJ抗原 ,また

は HAinの検出に用いられた.FA津 :抗 HVJ家

兎血清ガンマグロブリン分画に蛍光色素 (FITC).を

結合 した13).ヵバースリップ上に感娘細胞 を培養 し.

アセ トン固定後,蛍光抗体液で染色 し,HVJ抗原 を

検索 した.HAD法 :HVJ感染細胞に 0.3% モルモ

ット血球浮遊液を添加 し.4oCに 1-2時 間放置

すると,HAin産生細胞は血球吸着を示 し,容易に判

別できた.

Ⅶ.細胞感染単位 (CIU)測定

HVJの感触価を定量するために,ブラック法 と共

に Kashiwazakiらの報告 した CIU 測定法川)も用 い

られた.この方法で得 られた値は.ブラック法の値 と

は 一ゞ致 した.

Ⅷ.HVJのブラック測定

Morimotoらの方法6)に従 った.プ ラスチ ックペ

トリ皿 (60mm)または培養瓶 (2オンス角瓶 ) で

単層培養された VERO 細胞に.適当に稀釈 された

HVJを感染させ. 350C2時間. ウイルス吸着後 ,

Hanks液で洗漉 し,0.6FLg/mlの トリプシンを加 え

たMEM を含む 1% 寒天培地 (5ml)で重層 された .

35oCまたは 37oCで 3-4日間培養後 .中性紅 (負

終濃度 0.008%)添加の寒天培地 (MEM+1% 寒天

:5ml)で再重層された.以後,ブラ ックの最終計

測まで,これらの細胞を遮光 し.各温度に培養 した .

Ⅸ.インターフェロン (IF)の調製 と力価測定

HeLa細胞に.感染多重度 (multiplicityofinfec-

tion:m.0.i) 5PFU/細胞で HVJ. を感触させ,

MEM で,350C2時間培養 し. その培養上清を IF

の出発材料 (64単位/ml)とした.粗 IF棲品 は.こ

れを Lampsonらの方法15)に従い ,過塩素酸処理 ,

0.02M酢敢亜鉛で沈漁させ,少量の 0.2N塩酸 に溶

解後.0.15MPBSに透析 (4oC.一晩)して,半精

処濃締 IF(1,600単位/ml)とした .IF価 の測定

は,Wagnerの方法16)によるブラック半滅法 によ っ

た.35mm ペ トリ皿に単層培養された HeLa細胞 を

2倍段階稀釈 IF披験材料で18時間処理後.50-100

PFUの VSVで攻撃 した. 5%CO:(35oC)で48

時間培養後,VSVのブラックが計数され.IF未処

理細胞の PFUに対する IF処理細胞での PFU百分

率を求めた.それらの%値を縦軸に,IF材料 の稀釈

度を境軸としてプロビット紙にプロットし, 50%値

を示す IF稀釈度をもって IF力価の単位とした.

X.細胞の分画

細胞のホモジナイズおよび分画法は,Haraらの方

法17)に従 った. 0.5M庶垢溶液中の HeLa 細胞

杏.テフロンホモジナイザーによりホモジナイズして.

2.000g.15分 の遠心で核と細胞屑を除去後,その上

澄 を更に 32,000g.30分 遠心 して,上澄分画 と沈渡

(リソゾーム分画)に分けた.リソゾーム酵素活性 測

定 には,沈直を小量の蒸留水に再浮遊 し.6回の凍結

融解で壌わした.

Xl.リソゾーム酵素活性の測定

酸性プロテアーゼ活性は.Allisonらの方法 18)に

より,敵性ホスファターゼ活性は.Besseyらの方法19)

に従 って測定 された. 蛋白量を Lowry らの方法20)

より求め.これら酵素活性を蛋白量当りの値 として表

現 した.

実 験 成 績

Ⅰ.HVJ持続感染細胞における感鞄性 HVJの検

` 索

HeLa-HVJの組胞内および培養液中に兄 い出 され

る HAinは,非感染性であるl) と考 え られて きた .

しか し.Morimotoら6)の トリプシン効果 (VERO
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細胞における HVJの完全増殖化)が示されたので .

著者は. トリプシンーVERO細胞系のブラック測定 法

を用いて,HVJcarrier細胞 (HeLa-HVJ,THEL-

HVJ,G2-HVJ)での感染性 ウイルス存在 を検討 し

た.すなわち.VERO細胞に各種 HVJ持続 感染細

胞の細胞抽出液を接種 し. トリプシン含有寒天培地で

の重層後,35oCで培養 した.接種後 5-7日目よ り

ブラックが出現 し始め,その数は9-11日で最高値に

達 し,このブラックの大 きさは,最大径 1.0mmであ

った.一方,鶏胎児継代原株 HVJ(HVJ｡)によ るブ

ラック形成は,感染 5日目ですでに認められ.6-8

日で最高値を示 し,径は3.0mmに達 した.この結果

か ら.各種 HVJ持続感染細胞には,ブラック形成可

能な感染性 HVJ(HVJ,i)が存在するといえよう.し

か しこれら HVJ.iのブラック形成は,上述のごとく

HVJ｡のそれに比 して出現が遅 く. ブ ラ ックも小 さ

い.このことは,HVJ,iが温度感受性 (ts)変異株 で

あることを一般的にも暗示 していた.

そこで,更にそれぞれの細胞抽出液を35oCでVERO

細胞に感染吸着後,35oC または 37oC に培養 して.

ブラック測定が行なわれた. Tablel はその結 果

を示す. 3種の HVJ,iは. いずれも 35oC で ブ ラ

ック形成可能だが.37oCでは.まったくブラ ック形

成が認められなかった.これに対 し.HVJoの場合

は.35oCまたは 37oCいずれでも,ほ ゞ同 じブ ラ ッ

ク力価を示すことから,これら3種の HVJ,.は , い

ずれも 37oCでブラック形成不能な ts変異株である

と結論 された.

Ⅱ.HVJ.と HVJ,iの VERO細胞 にお け る一段

階増殖
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上述のことを更に確認するために.両温度 (35oC

と 37oC)における HVJ..の singlecyclegrowth

を HVJ｡のそれと比較 した.すなわち.2オンス瓶

で培養されたVERO細胞に HVJ｡(m.0.i:1.6CIU

/cell) または G2-HVJ由来 HVJ.i(m.0.i:3.0

CIU/cell)を接種 し,35oCで 3時間の吸着後 ,細胞

を Hanks液で2回洗漉 し,4mlの MEM (notryp-

sin)を加え,35oCまたは 37oCで培養 した .感染

後の各時間毎に,培養液中へ産生された HVJの感染

価 (VERO細胞での CIU 測定による) お よび血球

凝集価を測定 し,その値を Fig.1に示 した.

これら.CIU,HA いずれからみても.HVJ｡の産

坐 (増殖)は.37oCにおいて 35oCより速やか な上

昇を示 したのに,HVJ,iの場合,35oCで増殖 はあ る

が.37oCでの増殖は抑制された.HVJ,iの 37oC 増

殖時.産生 HVJの CIU 値が,24時間前後より上昇

ぎみなのは,ts変異株のいわゆる Ieakiness21)によ

るものと思われる.このことから,HVJ,iは 35oC

で増殖 し得るが,37oCで増殖できない明 らかな ts

変異株であるといえよう.

Ⅱ.HVJ｡または HVJ,iによる HeLa細胞 の持続

感染化

従来,HVJ持続感染細胞は,高力価の HVJ を感

染後.強い CPEを起 し,その後生残 した小数の細胞

の継代培養によって樹立されてきた4)10).そこで,HVJ

持続感染成立機構を解明するために,同様の方法で新

らたに HeLa細胞の HVJ持続感染樹立化 を試 み

た.

HVJ｡を10のm.0.iで HeLa細胞に感染 し,培 養液

を加え,35oCで培養すると.速やかに CPE が惹起

Tablel･PlaqueassayofHVJpilfrom variousHVJ-
ca汀ierculturesonVEROcellsat35℃ or37℃

Virus PFU /m1
350C 37o

C★HVJpi(HeLa-HVJ) 3.2xー

04 0HVJpi(G2-HVJ) 4.8

x104 0HVJpi(THEL-HVJ) 1

.6x103 0★★HVJo 6.8x

108 5.3x108*HVJpi:Supernatant obtained by cen
trifugation(15min.,5,000rpm) of sonicated
HVJ-carrjercells(1x106 ce

l.1S/ml).**HVJo:HVJgrown in ch
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Fig.1.ComparativeyieldofHVJoandHVJpiinVEROcellsat35oor37℃
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,極 く少数の生残細胞 も細胞質の萎縮と増殖の停止が起った

.約 3週間の培養で,それらは徐々に CPEから回復 し,コ

ロニーを形成 した.しかし.それらのコロニーには血球吸着(HAD

)が認められず.再度の HVJ攻撃 に も感受性を示 し.H

VJ持続感染細胞としての性質 はま ったく認められなかった.この

ことか ら,生残細胞は,ウイルス感染を免がれたも

のではなく,かつ HVJ感染に抵抗細胞の選択でもな

いことは明 らかであ る｡多分.HVJ.感毒かこよっ

て誘導されたインターフ＼ェロン(IF)が.HVJ

ゲノムの複製増殖 を抑制 した結果 ,細胞はウイルス感染から '.治

癒" したものと考えられた.一方,m.0.i

:1または0.1で感染の HeLa細胞では.崩壊脱落

する細胞は少なく,は 正ゞ常な細胞増殖を続けたが.か ゝる細胞

の大部分は HAD 陰性 であった.しかし,これらの

細胞を継代培養す る過程で.徐々に融合細胞の形成が

増加 し,やがて強い CPEを起 し.50%以上の細胞 に崩

壊がみ られた . この際の残存細胞のすべてに HAD と FA による H

VJ抗原を認めた.これらの細胞は.以後の継代培養において.

HVJ抗原産生の減衰をきたさず,抗 HVJ抗体存在で治癒さ

れず,かつ HVJの攻撃に完全な抵抗性を示すことよ

り,持続感染細胞とみなされた.持続感染成立は,m
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Table2.OccurrenceofCPEandtheestablishmentof

carrierstateinHeLacellsinfectedwithHVJoor

HVJpi

Virus M.0.Ⅰ Destructive CPE Carriersta
teAtinfection Duringpas

sageHVJoHVJpi 10 十

十十 +++ー

++ ★+ (8 )0.1ー040.4 +++ + (5

)+ (0)+ (0)+ (3 )' Numbe r s of passa ge of the HV J -in fe cted

HeLa cells untilthe e st ablishment o f carr ier s

ta t e wit h HVJみた.Ⅳ.HVJ.または

HVJ.i感染 HeLa細胞 にお け るリソゾーム静索の リソ

ゾ-ムか らの放出 (活性化)ウイルス感染

による CPE発現の機構 はまだ十分解明 されていない.Alli

sonら18)によれ ば , ウ イル ス増殖の結果 とし

て CPEが起 るのでな く,ウイルス感染によって もた

らされる リソゾーム酵素の活性化 .即ち リソゾ-ムか

らの酵素の放出が CPEの誘発に重要な役割を果 しているこ

とが指摘 された.そこで.HVJ..感 染 HeLa

細胞 における リソゾ-ム酵 素 の活 性 化を,

HVJo感染のそれと比較検討 した.ルー瓶培養 HeLa細胞を

,m.0.i:1で HVJ｡ または HVJ,.で感

染 させ,ウイルスの代 りに MEM を加えたものを非感染細

胞 とした.35oC, 2時 間 の ウイルス吸着後,MEM

を細胞維持液 とし,35oC にて.6時間ない し18

時間培養 した.各時間におけるそれぞれの細胞を,実

験材料 と方法の項に記述 した方法で処理 し. リソゾー

ム (L)分画 と上澄 (S) 分 画 に分 けた.各分画にお

ける酸性 プロテアーゼ活性 .および酸性 ホスファターゼ

活性を定量測定 し,L分画の酵素 比活性 に対するS分

画の比活性の比率 (S/L比)が算 定された.その結果

は.Table3に示 されている｡軟性 プロテア

ーゼ活性の S/L比 は.非感染細 胞 で0.20-0.38の値を示 した

が.HVJ｡感染の 6時間,18時間における細胞では,

1.03-1.29と高い値 を示 し.このことは.HV

J｡感染 によって酸性 プロテアー ゼがリソゾームか ら

放出されたことを暗示 している｡ これに好 し.HVJ,i感

染細胞の場合 ,感染後 6時間で S/L比 は0.73であり, 非感染細胞のそれ と比 較 す れ ば 401有意 な上昇を示 したが

,感染18時間での値 は0.56となり,感染時問の

過 ぎるのに伴ない低下する傾向を示 した.このことか ら.

HVJ..感染による リソゾーム酵素(この場合酸性

プロテアーゼ)の活性化が.温和でかつ一時的にすぎ

ないと考え られた.一方 .同時 に測定された酸性 ホス

ファターゼ活性 については,いずれのHVJ感染の場合にも, リソゾームか らの放出

に有意な変化が認め られなかった.Ⅴ.HVJ

｡または HVJ,I.による IF産生HVJ,i感娘の場合

,高m.0.iで速やかに持 続 感 染 の成立をみたが.HVJ

｡ではm.0.iを高め る こ とは , むしろ持続感染

化を困難にした.そ の原 因 の 1つ と して,産生 IFの影

響が考え られた.そこで,2オンス瓶に培養 した HeLa

細胞に HVJ.または HVJ,iをm.0.i:1で感染 させ.

35oC,24時間での培 養上 清 に産生 された IFを測

定 した (Table4).これをみると,IF 産生 は

HVJ｡感染において認め られたが .HVJ,i感染においては,35oC 培養において

さえ ,IFは検出されなか った.IF産生 に及ぼす H

VJ｡のm.0.iに よ る影 響 を み ると.Table5に示 され

るように,IF産生 はm.0.iに依存 しており,m.0.

i:0.1では,少量の IF 産 生 を認めるにすぎなかっ

た.これ らの結果か ら,HVJ｡ の高m.0.i感毒削こ

おいて,多量の IF産生 によ り. ウイルス増殖が抑制 された結果 ,持続感染の成立

が困難になったものと推察 された.一方,HVJ,i感

染においては.IFを検出 で きなかったが,か ゝる低 IF誘導

能が Phenotypicalな のか,genetical

に安定なのか検討するために.鶏胎 児(8日卵)で 4回継
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Table3.ActivitiesofacidproteaseandacidphosphataseinHeLa

cellsinfectedwithHVJoorHVJpiatmultiplicityof1.0

Cellsinfectedwith Hoursafterinfection Acid protease (PH5.0) Acid phosphatase (PH4.8)S-fraction Lfraction S/Lratio S-fraction L-fraction s/Lr

atioNone 0 69 340 0.20 529

1429 0.376 67 228 0.29

582 1983 0.29ー8 84 2ー9 0.3

8 585 ー678 0.35HVJo 6 151 146

1.03 614 1610 0.3818 2

4ー 187 1.29 4由 l468 0.33HVJpi 6 184 253 0.73 886 1836 0.48

18 101 180 0.56 480 ー642 0.29Acid protease activity:JJM/hour/mgprotein･(tyroslnelibe

ratedfrombovinehemoglobin)Acid phosphatase activity:JJM/0･5hour/mgprotein

(p-nitrophenolliberatedfromdisodiump-nitrophenylphosphate

)いて,HVJ｡との比較において,IFの産生 が調 べ

られた.Fig.2がその結果を示す.HVJ｡で は

感染後8時間で培養液中に IFが認められ.16時間で

最高値に達 したが,20時間以後減少する傾向にあった

.これに比 し,鶏胎児馴化 HVJ.iでも感染後48

時間 まで培養液中にまったく IF の産生が認められなかった

.これらのことから,HVJ.iの示す低 IF誘

導能は,ウイルスが増殖 した宿主細胞の違い

によ って影響 されない,ウイルス固有の安定な性質と思われ

た.Ⅵ,HVJ｡または HVJ.iの IF処理細胞 にお ける

増殖半精製濃縮された IFで前処理,あるいは未処理

のHeLa細胞に.HVJ.または HVJ,.を感

染させ ,未処理細胞でのウイルス産生量に対する処理細

胞でのウイルス産生量の比を算定 し,各 ウイルスの IF

に対する感受性の指標とした.指榛値が小さい程

,IF に対する感受性が高い (強い増殖抑制)ことを示す.

Table6の結果が示すごとく,HVJ｡は.I

F 処理細胞でも増殖抑制をあまり受けず,IF感受性 は比較

的低いが,HVJ,.はこれに比 し,約100倍以上高

い IF感受性を示 した. この結果と.Table4の結果 と

を合せ考えて,HVJ｡は IFを誘導するが,lF 処

理 に対 し抵抗性であり,これに反 し.HVJ,iは I

Fに高い感受性を示すが,IF誘導能を有 しないか低 い と

云えよう.このことは,HVJ.iが ts変異株であるのみ

ならず,IFとの関連性においても,原株で

ある HVJ｡とは著 じるしく異なっていることを示 している

.Ⅶ.HVJ｡で新たに樹

立された持続感染 HeLa細胞から抽出される HVJ Table4.

InterferonproductioninHeLacellsinfectedwithHVJoorHVJpi

Virus
IF titer

(units/bottle)HVJo 50HVJpi 0HeLacel一s

(bott一e)infectedwithHVJoorHVJpi(m.0.i:1.0

)wereincubatedfor24hoursat35oC･Thecu一ture

fluidsweretreatedwith2NHCIO4andcentrifuged

(10min.,2,000rpm)toremovevirus,followlngadju

stmentofPHwith5NNaOH･IFinthosesampleswasass

ayedbythemethodofplaquereductionofVSVinmonolayersofHeLacells(pl

ate).Table5.Relationshipbe

tweenIFproductionandM.0

.I0fHVJoinHeLacellsM.0.Ⅰ IF titer

(tⅠU /ce一l ) (units/bottl

e )0.1

160.2 640.3 1000.4



HVJ持続感染の研究

こゝに用いられた各種 HVJ持続感染細胞はいずれ

ら,その起源において,HVJ｡の感染により樹立化 さ

れたものであることから,ts変異株の由来 について

検討された.Table2の実験において.HVJ｡感染

Fig.2.InterferonproductioninHeLa

cellsinfectedwithHVJoorHVJpi

0

Au

2
(
aL
ご

O
q

I

S
ご

u
n

)

jll

0 4 8 12 16 20 24Hours after infec

tjonM.0.I:2.0forHVJo (●･･● )an

dHVJpj (〇･･〇),at35oC.IFassay :Sameasintable4. 4

03で新たに樹立化 し,35oC で継代培養された

22代 目の持続感染 HeLa細胞から HVJ(HVJ.i.) を抽 出

して,その温度感受性について検討を加えた.その結果

(Table7),HVJ,,.は 35oC および 3

7oC培養のVERO細胞で,ほ 同ゞ等に増殖 した.この

ことから,HVJ.i｡は完全な ts変異株でないこ

とは明 らかである.すなわち,持続感染の樹立は,

HVJ｡棲品中に混在 したかもしれない ts変異株の

選択的感染によってもたらされたものでなく,野生型の HVJで

持続感染が樹立され.長期間の継代培養中に ts変異株が生 じ

たものと考えられた.更に,HVJ.山 の増殖を.HVJ｡および ts 変異株 (HVJ,...)のそれらと比較 した

場令,35oC での HVJ,i｡の増殖が.

HVJ｡と異 な り非常に高く,むしろ HVJ.i.Sの

それに匹敵 す る値 を示した. 考

察培養細胞におけるパラミキソウイルスの

持続感染2)-1)は,CPEを伴なわず.個々の細

胞において , ウイルス増殖と宿主細胞の増殖とが両立 して

いる点において,特異な持続感染系を示す.NDV-

L細胞 およびHA2-HeLa細胞系の持続感染細胞には.

感染性 ウイルスの存在することが既に報告されてい

たが,HVJ持続感染 HeLa細胞においては.H

Ain は産生 されてもそれらは非感染性であると考

え られて きた.従莱.HVJの増殖は鶏胎児に限られ,培養細胞で は.子牛腎臓初代培養細胞におけるブラック形成が知

られTable6.Effectofcelltreatmentwithinte

rferonontheyieldofHVJoandHVJpi

inHeLacellsat35℃vi,U,a)
ⅠF V汁usyieldC) IF-sensitivitytreatmentb) (CⅠU/ml)

indexd)HVJoHVJpi
++ 3.2x1022.3x1025.8x1033.3x101 0.72

0.0057a)m.0.i:

l.0CIU/b)
TreatmentofHeLab

e/foreinfection.concentratedfro

mwithHVJo.C)Yieldat24hoursd)Index
-theyieldcells. cell.cellswithIF

(160units/ml)forl8hoursIFusedher.ewaspartiallypurifieda
ndtheculturefluidofHeLaeel/1sinfected
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Table7.YieldofHVJo,HVJpi-oand

HVJpi-tsinVEROcellsat35oor37℃

森

★Virus Yield(CIU/ml)'' Ratio370/35○C350C 37

oCHVJo 3.5x104 5.3x105

15.0HVJpト o 5.Ox106 3.Ox

106 0.6HVJpi-ts 2.lx.106 2.

5xlO3 0.001★m.0,1 1.0

CIU/cell.*★Yieldat24hoursaft

erinfection.る22)のみで,継代培養細

胞のすべてが HVJの感染に非感受性である故に,H

VJ持続感染の研究 は ほ とんど進展 し得なかった.最近

,HVJの増殖にお け る トリプシン効果が明 らかにされて以来

6)～8),vERO細胞において,ブラック測定に

よる HVJの感染価定量が容易になった.著者は,

VERO細胞での ブ ラ ック測定法を用い.各種 HVJ

持続感染細胞における感染性†HVJの存在を明 らかに

し得た.か ゝる感染性 ウイルスは 35oC で増殖するが.3

7oC では増殖できな い ts変異株であった. この発見

と時を同 じくして, HVJ㌻持続感染 BHK 細胞か らも

,鶏胎児を用い, 32oC培養で ts変異株の分離 さ

れることが報告 され た23)故に,持続感染 と ts変異株 との必然的関

連性につ いて追求 された.HVJ.iによる HeLa

細胞の感染は速やか に持続感染化をもたらしたが,一方 ,

HVJ.の場合 ,ウイル ス感染を受けた細胞のす

べてが持続 感染細 胞 にな り得ず,特に高m.0.i感染にお

いて,生残 した細胞 は CPEか ら回復 した時. まっ

たく正常細胞であった . か くのごとき持続感染化に関与す

る両 ウイルスの差 は.IF産 生誘 導活性の両 ウイ

ルス間の差によって. あ る程度説明され得た.すなわち,

HVJ｡iは IF 産生をほとんど誘導せず,よってウ

イルス増殖 は全 く抑制 されなかった.著者は,更に HeLa

-HVJの培養上清に IFが検出されないことを見てい

るが,先に HeLa-HVJがヘルペスウイルスの増

殖を阻害せず.む しろ増強することを認めている12).同様に

NDVおよび Sindbisウイルスの増殖が HeLa-HV

J で HeLa 細 胞 よ り良 く4),THEL細胞より TH

EL-HVJで牛痘 ウイルスの増殖が促進 される21)こ

とが報告 されている.これらのことか ら,HVJ,iが I

Fを誘導 しないことが裏づけられる.一方 .HVJ｡の高m.

0.i感染は多量 の IF 産生を誘導する故に.ウイ

ルスの持続的増殖が抑制 されたのであろう.しか し,H

VJ｡は IF処理細胞にお いて十分増殖可能であることから考えると.HVJ.感染 田にみられた持続感染化の

困難さを IFの影響のみで

鋭明するには十分でない.持続感染化に重要な

影響を及ぼす要素 の一 つ と して,cytopathogenesis2

5)があ る. この点 にお いてち,HVJ.と HVJ.iと

の間に着 るしい差異 がみ られた.HVJ,i感染は軽度の

CPEを惹起するのみで.拷続感染化が容易であった.

今日,CPE発現 の機構 については続-的見解はない

が,CPE出現 と リソゾーム酵素の リソゾームから

細胞質への放出との間に密接な関連性のあることを示

唆 したいくっかの報告がある18)26).HVJoまたは HVJ.

i感染細胞におけるリソゾーム酵素の細胞質への放出

度合は.これらの HVJによって惹起 される C

PEの強弱 とは 並ゞ行 した.一方.IF処理細胞における増

殖を比較すると,HVJ｡と HVJ,iとは異なってい

た. IF に よ る ウイル ス増殖阻害の機作に関する

報告は多いが,ほ 次ゞの2つに大別される. (1)ウイルス核

敢合成の抑制27)28).(2) ウイルス特異的メッセ

ンジャー RNA(m-RNA)の translationの抑制29).

HVJ,.の場合,上記 のうち,どちらの レベルに

おける抑制にもとづ くのか ,まだ検討 されていない.Richm

an ら27)は IF前処理細胞において.Sendai

ウイルスの RNA合成が低下することを報告 していることか

ら考えると.HVJ,.のIF高感受性は,RNA合成機構における変異を示

しているのかもしれない.以上 .HVJ持続感

染 細胞 か ら抽 出 される 染性HVJは.種々の点でその

原株であるHVJ｡と異 な る性質を示すことが明 らかになった

.特に cytopatho･genicityの低いことは,

持続感染の維持に好適な性質と思われた.しか し,持

続感染の成立が ts変異株 の選択的感染によるもので

なく.野生型でも成立 し得 るという実験結果か ら,H

VJ持続感染化の開始 の機序は,今後の問題 として残 った.Fur

manら30)は,NDV持続感染 L細胞か ら分離 され

た NDV の ts変異株のウイルス粒子内に

RNA依存 DNA合成酵素 の存在を認め,持続感染細

胞内において.ウイルスゲノムが DNAの形で宿主

細胞のクロマチ ンに組 み込 まれている可能性を暗示 した.

HVJもまた DNA の形をとり得 るかどうかは

重要な課題の一 つ で あ り,今級,HVJ持続感鞄が分子生物学的見地か らも解析

される必要があろう.

結 輸トリプシン存在下の V

ERO細胞におけるブラック測定法で,3種の HV

J持続感娘細胞か ら,感染性HVJ(HVJ,i)が検出された.か ゝ
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培養で増殖可能であるが,37oC では増 殖 できない

ts変異株で,用いられた HVJ持続感染細胞のすべ

てに共通 していた.

そこで.持続感染化との関連において,HVJ,iの特

性が.HVJ.との比較において検討された.HVJ.iで

感染され,35oCで培垂された HeLa細胞は,細胞崩

壊性 CPEを示さず.IFの産生 も検出されなかった .

更に.感染細胞の リソゾーム酵素の リソゾームからの

放出は,温和でかっ一時的にすぎなかった.これらの

ことから HVJ.iは cytopathogenicityの低 い ウイ

ルスであることが示された.しか し.HVJ..は,速や

かに持続感染の成立をもたらした.これに対 して,磨

株であるHVJ｡は,HeLa細胞感染において cytopath-

ogenic であり.IF 産生を強 く誘導 す るところか

ら.特に高m.0.iでは持続感染化が困難であった.

そこで.持続感染化が ts変異株の選択的感染によ

って成立 したものかどうか検討されたが,HVJ｡感染

で新たに樹立された持続感染細胞からの抽出 HVJは

温度感受性でないことより.ts変異株の感染のみが ,

持続感染化を生ずるのではないことが明 らか に され

た･従 って･か ､る ts変異株は,HVJ.の持続感染

成立後.長期間の細胞継代培養の過程において生 じた

ものであり,持続感染の安定なる維持に重要な役割を

果 しているものと考えられた.か くて,HVJ,iの特性

は.ts変異株であることに加え,IF産生誘導能はな

いかまたは甚だ弱 く,かつ IF処理に対 しては感受性

の高いことが示された.

稿を終るに臨み.御指導.御校閲を賜 った汝EE]野基一

教授に謝意を表するとともに,有益なる御肋言と御協力
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Abstract

Using plaqueassay on VERO cellsin thepresenceoftrypsin,an exsistence

ofinfectiousvirusesin variouscellculturespersistently infected with paramyx-

ovirus:HVJ(Sendaivirus)wasproved.Theseviruses(HVJpi)weretemperature･

sensitive (ts)mutantcapable ofpropagating in VERO cellsonly at35oC, while

theoriginaltypeofHVJ(HVJo)showedamultiplicationatboth 35oand 37oC.

In HeLacellsinfected with HVJpiat35oC, littlecytopathiceffect(CPE)and,

mildandtransientreleaseoflysosomalenzymesfrom lysosomei巾othecytoplasm

occurred.Furtheremore, HVJpiinduced no production ofinterferon (IF)in HeLa

cellsandeasily led thecellsto an establishmentofpersistentinfection.On the

otherhand,HVJocausedcytopathogenicdegenerationinHeLacellswithanactivated

cytoplasmicreleaseoflysosomalenzymes.TheproductionofIFinHeLacellsby

theHVJo infection depended onmultiplicity ofinfection(m.0.i).Thisappearedto

makethecellhard toestablish apersistentinfection with thatvirus,especially

atm.0.iof10,becausealargeamountofIFproducedmaypossibly resultinan

inhibitionofintracellularreplicationofthevirusesandfinallytheelimination of

HVJ･genomesfrom thehostcells.Fortheestablishmentofpersistentinfection with

HVJo,an infection with HVJoatm.0.iof0.1and following subculturesofHVJ･

infected cellsby theusualtrypsinization waseffective.

ViruSesreisolated from new carriercellsestablished with HVJo werenotts

mutant,showingareplicationinVEROcellsat37oC.Theseresultsstronglysuggest

thattheinfection with tsmutantisnotessentialto the initiation of persistent

infectionbutplaysratheran importantrqlein themaintenanceofsteadycarrier

stateofHVJ.

Concerning thesepersistentinfectionswith HVJpi(HVJts),ourtsmutantwas

interesting in itshighersensitivity to IF treatmentthan theoriginalHVJo.


