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の増殖促進現象について

〔Ⅰ〕Polyomavirus処理細胞の特性

金沢大学がん研究所 ウイルス学講座 (主任 :波多野基一教授)

木 村 ･ 晋 亮
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本論文の一部は,第14回日本 ウイルス学会総会 (1966),第 6回日本細菌学会

中部支部総会 (1969)で発表 した.

我々は前報1)において .紫外線不活化 Polyoma

virus (PV)により前処理 された細胞上で, Influ-

enzavirus(lV)NWS株の増殖が増強される現象を

報告 したが,_この現象は生のPVによって も同様 であ

ることがその後示されるに至った.か ゝる NWS の

増殖増強は.NWSが本来増殖可能なすべての細胞系

において認められ,初代培養細胞系ではコウシ腎臓細

脂,ブタ腎臓細胞.ニワトリ腎臓細胞など,継代培養

細胞系ではサル腎臓由来の VERO,MS,ヒ ト由来 の

Gl,G2細胞などで確認された. しか し.Myxo･

virusの 1段増殖 (singlecyclegrowth)のみが可

能で,以後の増殖が不完全な増殖系であるヒト由来の

HeLa,HEp2細胞では.この現象が生 じな'か った .

一方,これら各細胞でのPV増殖は全 く認 め られて い

ない.

このようにある細胞系において.ある1っのウイル

スを感染させることにより.次に感染させた他のウイ

ルスの増殖が促進される現象の機作については,これ

ま で complementation や phenotypicmixing

による helpereffect,interferonの産生やその抗

ウイルス作用の抑制,更には積極的にウイルスの増殖

を促進する因子 (enhancer,stimulonなど)の産生

など,幾っかが明 らかになりつ ゝある2).

そこで前報日では,PV前処理がGlおよびG2細 胞

におけるⅠⅤ(NWS株)の増殖増強に,どんな役割を演 じ

ているかを予備的に検討 したが,今回は自己干渉の問

題,増殖促進物質産生の有無を中心として,更に検討

を加え.従来知 られている機作の何れに該当するかせ

Enhanced Multiplication ofInfluenza

明 らかにせんとした.

材 料 と 方 法

Ⅰ.培養細胞

用いたGlおよびG2細胞は,何れもヒト骨 巨細 胞

腫由来の継代培養細胞で,増殖用培養液には Eagle

MEM 培地にコウシ血清を10%に加えて用いた.ウイ

ルス感染後の細胞の継持には, Medium-199培地に

BovinePlasmaAlbuminFractionV (Armour)

を0.1%,コウシ血清を0.2%に添加 したものを維持培

養液 (MM)として用いた.

Ⅱ.ウイルス

Influenzavirus(ⅠⅤ):A型のNWS株の発育鶏卵

継代株 (NWSegg)で 赤血球 凝 集 (HA)価 :512

HAU/mlのものを全ての実験に供 した.

Polyomavirus (PV) : 4B5･6株を初代 マ ウ

ス (Swi主s)胎児 (ME)細胞で増殖 させ継代 した も

ので,4,096HAU/ml.108･5TCID50/0.2mlの もの を実

験に供 した.

ウイルス液の稀釈には, 何 れの場 合 に も Eagle

MEM培地に炭酸水素ナ トリウムを0.15%に添加 した

ものを用いた.

Ⅲ.ウイルスの定量

1.ⅠV,PVの赤血球凝集 (HA)価の測定 : ⅠV,

PV とも,pH7.2の 0.01M リン酸塩緩衝化食塩水

(PBS)で2倍階段稀釈 (試験管法)し.lVの場合 には

0.3%ニワトリ赤血球,PVの場合には0.3%モルモ ッ

ト赤血球を何れの場合にも等量 (0.5ml)加 え ,4oC

Virus (NWS Strain)in Cultured Cell Lines

Treated withPolyomaVirus(4B5-6 Strain).NobuakiKimura.DepartmentofVirology,

(Director :Prof.M.Hatano),Cancer Research Institute,Kanazawa University.
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に2時間静置後 ,凝集を示す最高稀釈をHA価 (HAU

/ml)とした.

2.赤血球吸着現象誘発皇 (HAD50)の測定 に よ る

ⅠⅤ感染価定量 : ローラーチューブ内に単層培養 した

GlあるいはG2細胞を Hanks 液 で 2回洗 液後 ,

NWSeggの10倍階段稀釈 した液を0.2mlずつ各 稀釈

2本宛接種 した.37oC5時間 NWSegg を吸着 させ

た後 .接種 NWSeggを捨て,維持液 (MM)に換 え

35oCに培養 した.必要に応 じMMの交換を しなが ら,

7日間培養 した後MMを去 り,これに新鮮モルモ ッ ト

赤血球浮遊液 (PBSで0.3%)を 1ml加え,4oCで30

分間静直 し,1回冷PBSで洗赦 した後鏡検 し.細胞 へ

の赤血球吸着 (HAD)の状態を観察 した.明 らか に

HAD陽性を示す NWSeggの 最高稀釈 から Beh･

rens&Karberの方法2)により50%に HADを起す値

(HAD50/0.2ml)を計算 した.

3.ブラック (plaque)によるⅠVの定量 : ブラッ

ク瓶に単層培養 したG2細胞を Hanks液 で 2回洗

液後 ,測定材料のlVを稀釈液で10倍階段 稀釈 し, 各

稀釈液を1.Oml苑接種 した.37oCで 5時間ⅠⅤ吸着 後 .

Hanks 液で 1回洗漉 し. 第 1次重層 medium

(oM)を重層 した.350C3日後 NeutralRedを含

む第 2次OMを重層 し,翌日ブラックを計数 した . 重

層用のOMは次の組成のものを使用 した.第 1次OM

は Medium･19910倍濃縮 液10.0.9.1% Skim

milk(DIFCO)(pH7.6)8.0, 0.5M Trisbuffer

(pH7.6)4.0.5% BovinePlasmaAlbuminFrac-

tion V (Armour)1.0, 1% DEAE Dextran

(Pharmacia)1.0.コウシ血清 0.2,7.5%炭酸水素 ナ

トリウム液2.0.再議潜水 23,2% SpecialAgar

Noble(DIFCO)50.全量100である. これ は用 時 調

製 し,寒天は重層直前に混和 し,42oCに保 温 しなが

ら,ブラック瓶あたり5ml宛重層 した .第 2次OM

は, Medium-19910倍濃縮液10.0,7.5%炭 酸水素

ナ トリウム液 2.0.0.2% NeutralRed(DIFCO)

6.0.再蒸潜水 32,2% SPecialAgarNoble(Dト

FCO)50.全量100のものを第 1次OMの上 に更に2ml

宛重層 した.

Ⅳ.赤血球凝集抑制 (HAT)価の測定

使用ⅠⅤ(NWSegg,NWSG2など)の抗原性 の チ ェ

ックが必要な時行なった.これには,NWSegg を更

に初代 コウシ腎細胞で増殖 させ た NWSE.CKで免疫

したモルモット抗血清を用いて.赤血球凝集抑制反応

(HAI)を実施 した.抗原は8HAU/0.25mlのⅠVを用

い,凝集抑制を示す抗血清の最高稀釈 (HAI価/ml)

を求めた.

村

V.紫外線 (UV)による ⅠⅤ (NWSegg)の不活

化

ウイルス材料を直径90mmの petridish に液層

が 1mm以下になるように入れ,20cmの高 さ より東

芝GL-10(low)の殺菌灯 ランプにて90秒照射を行 な

った.殺菌灯照射中は,材料がUVに均等に照射 され

るように,絶えず緩やかに振塗 した.か ゝる条件での

不活化はは 完ゞ全で,生残活性 ウイルスを認めなかっ

た.

VI.PV乃至UV不活化 NWS(NWSUv)による細胞

処理.

単層に培養されたGlまたはG2細胞を Hanks液

で 2回洗い.PVまたはNWSuvをMMで適量 に稀釈 し

た後接種 し.37oCに1-2日間静置 し, これ を細 胞

の前処理 とした.対照にはMMのみを接種 し,同様 に

培養 した.か ゝるPVによる前処理細胞を Hanks液

で 2回洗液 した後,NWS接種などに用いた.

Ⅶ G2細胞からの促進因子の抽出ならびに産生干

渉物質の桐亜

1.PV処理G2細胞か らの促進因子の抽出 : 単層

培養 したG2細胞に.PV(4B5-6株)を (lo一一) に

MMで稀釈 して接種 し,37oCで 3時間吸着後 ,Hanks

液で 1回洗液 し. MMで 2日間培養 した . その後 ,

細胞をMMと共に3回凍結融解 し. 1N塩酸でpH2.0

にして4oCで 1夜放置 した.更に3.000rpm,15分 の

遠心上清を 1N水酸化ナ トリウム液および7.5%炭 酸

水素ナ トリウム液でpH7.0に戻 したものを抽出材料 と

した.対照にはMMで同様に処理 したG2細 胞抽 出物

を用いた.

2.UV不活化ⅠⅤ処理細胞産生の干渉物質調整 :

UV不活化 したⅠⅤ(NWS株)の (1:2)稀釈の サ ン

プル (256HAU/ml)をG2細胞に5時 間吸着 させ た

級 .2日間維持培養 した.その培養上清を 1N塩 酸 で

pH2.0にし,4oCl夜放置後pH7.0に戻 したものを干

渉物質としての interferon粗材料 とした.

成 績

Ⅰ.PV処理効果の永続性

G2細胞をPVで前処理すると.前報りの通 り. その

細胞でのⅠⅤ(NWS株)の増殖は未処理細胞 で の増殖

より明 らかに高い.か ゝるPV処理によって獲 得 した

G2細胞の性状の継続性 ,即ち処理細胞の継代培 養 を

続けても,この性質が残存維持 されるかどうかについ

て検討を加えた.

1.PV処理後継代培養を重ねたGl. G2細 胞 の

NWS感受性
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単層培養したGlおよびG2細胞 にPV処理 を行な

い,7×104/mlの濃度で継代培養を重ねた.4日毎 に

継代を繰返 し.Gl細胞は4代と7代で, G2細胞は

11代で実験に供 した.PV処理細胞の対照には,未処

理細胞を全 く同様な方法で継代 したものを用いた.

これらPV処理後継代培養を繰返 したGl.G2細

脂,および未処理の正常Gl,G2細胞へNWSを感染

し.7日目におけるHAD50でみた感染価および7日目

の細胞培養液中のHA価でみたNWS産生量を比較 した

のが Table lである.測定されたNWSの感染価 に

っいてみると,Gl,G2細胞とも処理後継代 を重ね

た細胞と正常細胞とでは,全 く差異がみられず.僅か

にPVを常に (10~1) に培養液に加えて継代 した もの

のみにNWS増殖の増強がみられた.このことは,PV

処理によって細胞が遺伝的に何 らか変換 し,NWSに

対する感受性増強を獲得 したのではなく,NWSの接

種前にPVが何 らかの形で直接細胞に働きかけている

のでなければ,このような増殖増強効果はないことを

意味 している.しかし一方,接種NWSの各同一稀釈

液 (同一接種量)における産生HA価を比較 してみ る

と.PV処理後の継代培養細胞の方が正常対照細胞 よ

りもや 高ゝい傾向を示 した.これらより.PV処理後

の継代数が少なければ,前処理 したPVの影幣が幾分

残る可能性 もあるという程度で,その永続性は著明で

はなかった.

2.PV処理細胞の継代培養およびPV再処理による
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NWS感受性の変化

前実験と同様にPV処理後 5代継代 したGl細胞 お

よび12代継代 したG2細胞に,更にPV再処理 を行 な

って,接種NWSの感染価および産生 ウイルスのHA価

に及ぼす影轡をみた.再処理方法は最初の処理 と全 く

同一である.

この結果は Table2に示 したように,対照 の正

常細胞では,PV処理によって感染価もHA価も上昇(感

受性増強)したのに比 し,PV処理後継代培養 した細

胞への再処理では,Gl,G2細胞ともNWS感受性 の

若干の低下 が 有意にみられた.(感染価で 0.5-1.0

log,産生 したHA価では1-32倍の低下).この原因

については不明であるが,先の実験同様,細胞の側に

何からの形でPVの影坪が残っていたので はないか と

患われた.しかし前実験と同じく,PV存在下 で継代

した細胞では.か ゝる再処理の影轡は全 くみられなか

った.

Ⅱ.PV処理G2細胞上で増殖 したNWSの性状

このようにPVで処理 した細胞では,NWSの増殖 が

増強されるが.処理および未処理細胞で増殖 したNWS

間 に何 らかの差異があるかどうかを知るための次 の

実験を行なった.

1.正常G2細胞における増殖性

PVの (loll,10丁2,lola)に稀釈 したサンプルをG2

細胞に370C3時間吸着 し2日間培養した後,NWSを

感染 し,7日目に判定される NWSの感染価 を比較

Table1.EffectofcellsubcutluresaftercelltreatmentwithPolyoma

viruson NWS virussusceptibility

Cells Treatment Numbersofsubcultures NWS infectediVirusinfectiVity Virusyieldinculturemediaofsubcultdredcells.HAtiter/05m1(7d)atinoc

ulumwith aftertreat-ment insubculturedcellsHAD5Q/0.2m1(7d)dilutionof-1 -2 -3 -

4 -5 -6(log)､C1 None 4 6.
5 128 128 128 32pV,10-1 6.5 (0)書 128 128 128 128

C1 None 7 6.5 32 32 32
8 < 2PV,10-1 6.5 (0)～

16 32 64 16 8G2 None

ll 5.5 32 16 8 < 4 4PV,10-1 5.5 (0)～ 64 16 8 < 4PV,(+)♯

6.5 (+1.0)● 32 16 16 8･ Differencebetweencontrolandexperimen
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してみると,前実験と同 じく.PV処理細 胞 において

は,正常未処理細胞に比 し,1.0-1.510g高か った

(Table 3).しか し,こ でゝ NWSの (10~5) 香

按種後,7日目の培養液中へ産生された NWS (HA

価は,PV処理 (NWSpv_G2),未処理 (NWSG2)何れ

も同 じで128HAU/ml) を各々正常未処理G2細 胞上

で assay した.

その結果 .PV処理細 胞増殖 の NWS(NWSpv-62)

は,正常未処理細胞増殖のものに比べ,HAD50/0.2ml

で表わされた感染価が0.5-1.010g高い価を示 し, か

つその時の培養液への産生 ウイルスHA価 も16倍 高 い

価を与えた.このことは,PV処理細胞上 で増殖 した

NWSpv-62が正常細胞で増 えた NWSG2とは若干異

り,HA価は同 じでも感染価はより高 く,同時 にそれ

は完全 ウイルス粒子の多いことを暗示 していた.

2.赤血球凝集抑制 (HAT)抗体との反応性

このような増殖性の差異が 両 細 胞 で 産 生 された

NWS粒子の何に由来 しているかを探 るため,抗原性

の差を検討 した.抗体としては発育鶏卵継代後初代 コ

ウシ腎細胞で増殖させた NWSのモルモ ッ ト免疫 血

清を用い,ウイルス抗原 としてはGlおよびG2細 胞

の正常およびPV処理細胞で増殖 した NWS を選び.

HAI反応を行なった.

その結果を Table 4に示 したが.HAI試験 でみ

村

る限りにおいては,これらPV処理および未処理細胞

で増殖 した2っのウイルス間には,免疫学的な差異は

全 くみられなかった_･このことから･PV処理細胞 で

増殖 した NWS粒子の赤血球凝集素 の抗原性 には,

何の変化 もPVによりもたらされていない ことが判明

した. (Gl,G2両細胞とも).

Ⅲ.PV処理G2細胞への NWS吸着の問題

このようにPV前処理 GlおよびG2細胞で は.

NWSの増殖が増強されたが,それがPV処理細胞 へ

の NWS吸着の上昇に由来 しているかどうかをみた .

4.096HAU/mlのPVサンプルを (10~l)に稀釈 してG2

細胞に接種 し,36oC,3時間吸着後 . 1日培 養 した

処理細胞に,512HAU/mlの NWS を (lo一l) に稀釈

して36oC,5時間吸着させ,5時間後の未吸着 NWS

を正常G2細胞で assay した. 対照には.未処理

のG2細胞への未吸着 NWSをおき, 同様 な方法 で

assay した.その他に,NWS 自身の熱不活化による

測定価低下への対照として,吸着 実験用 ウイル ス液

(10-t稀釈)およびこのウイルス液を吸着条件であ る

36oC5時間放置 したものが用いられた.

その結果 (Table 5),未吸着 NWS 自身のHA価

からみると,処理,未処理いずれの細胞へ も,使用

NWS量の約半量程度の吸着が伺われ.これら2っの

細胞間には差異がみられなかった.一方か ゝる未吸着

Table2. Effectofcellretreatmentwith Polyoma virus on NWS

virus susceptibility ofcells subcultured aftertreatmentwith

Polyoma virus

Cells Pre-treatmentwith Numbersofsubcuトtures Re-treatmentwith NWS infec

tedVimsinfectiVityVirusyieldinculture甲ediaofretreatedc

ells:享nretreatedce11sHAD'861/0.2ml(7d) HAtiter/0.5m1(7d)atlnOCulumdil
utionof-2 -3 -4 -5

-6 - 7(lワg)G1､None 5 None＼PV,10-1 5.57.0(+1.5T) 1

28128 6464 く232 tZpV10-1 5
甲one 7.5 128 128 128 64

PV,10-1 6.5(-1.OT) 128 128 128 <

2C2 None 10 None 6,0 128 128 128

64 く2PV,10-1 ≧ 6.5(≧十0.'5) 1

28 128 128 64 8PV10-1 12
None 5.5 128 128 128 64 く 2

PV,10-1 5.0(-0.5T) 64 64

8 <2PV(+)♯ 12 iNo
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の HAD50を指標 とした感染価を,正常G2細胞で

assay してみると,PV処理細胞上での未吸着 NWS

は未処理細胞でのそれに比 し.1.010g高い感染価を

示 した.更に各未吸着 NWS (lo一一-10~4稀釈)の接

種により,培養液中に 7日後産生されるHA価の比較
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からみると,むしろPV処理細胞上での未吸着 NWS

の方がや 高ゝい感染性を維持 していることになり,紘

果的にはPV処理細胞への NWS吸着はむしろや ゝ悪

いといえる.何れにせよ NWS吸着度は,PV処理 .

未処理細胞で大差なく.少 くともPV処理細胞がNWS

Table3.Replicating activity ofNWS grown in thepolyoma

virus･treated G2cells

G2celltreatmentfor2dayswith NWS infected
Vir雌 infectivityin ･Virusyieldinculturemediaoftreatedcell岳

.,treatedcellsHAD50/0.?ml(7d) HAtiter/0.5m1-at~10-51,nOCulum5d 6d 7d(afterNWSinf

ection)M.山. 5..5 64 128 (

128):NWSG2 ㈹pV (……三… 6.5(+ILO)書.6.5(+1.0)'7.0(+1.5)● 64 12

864 12864 128Assay_of7day'sculturemedia(NWSG2andNW

SpvG2)inG2ceusVimssample VimsinfectiVityin Virusyieldinculture▲hediaofG2ceItsG2cells fIAtiter/0.5ml(7d)at
lO:jinoculum (NWSG2 andHAD50/0.2ml(7d) NWSp

v-G2)NWSG2 仏) 3.0 4 (1)●･定sp

V-G2tS,; 3.5(+0.5)

' 64 (16)'3.5け 0.5

)♯ 64 (16)'4.0(+1.0)* 64 (16)'* Differen

cebetweencontrolandexperimentTable4.Hemagglutinat

ion inhibition testby NWS grown indevelopingchickembryosandNWSgrowninpolyoma

virus･treatedGlorG2cellsAntisemm Virusasant

lgen Grownin HAItiter/mlofantiserumAnti-N

WSE8CK17guineaplgSerum NW

S E8 E 1,,280NWS E8CK17* CK 5,120(homo,)

NWS E8Gll 'G1

5,120NWS E8PVGll

pV-G 1♯ 5,120NWS E14

E 1,280NWS E14G21 G 2 1,280NWS E14PV-G21 pV-G 2 1,280

･ Passaged numbersofNWSinde

velopingchickembryo.(E)andpr
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吸 着 の上 昇 を来すということは全 く見出 されなか とはないとすると,G2細胞のPV処理 により細胞 が

った. NWS増殖促進因子を産生することも考えられる･そ

Ⅳ.pv処理G2細胞から NWS増殖促進因子の抽 こで文献 (14)～18))にみられる stimulon や en･

出 hancerなどのようなウイルス増殖促進物質の抽 出 を

このようにPV処理は NWSの吸着を促進させ る こ PV処理G2細胞より試みた.材料 と方法 の項で述 べ

Table5.AssayofNWS unadsorbedonthePolyomavirus･treated
and untreated G2cells

ⅠhfectedVimses HAtiter/0.5ml VirusinfectiVity VirusyieldinculturedmedlaOfGZcells.HAtiter/0.5m1(7d)atinoculuminG2cellsHAD50/0.2ml(7d) dilution.of-1 - り -3

-4､(log)Unadsorbed ､N WS(adsorbedfor5hrs,at 37℃)onPV -treatedG2cells 16(1/2)' 5.5(+1.5)～

16 16 16 8onuntreatedG2cells 16(1/2)' 4.5(+

0.5)～ 16 16 16 <2Ⅰnocultm NWS(contro.1)(incubatedfor5hrs,at37℃)

32(1)● 4.0 ㌔､ 16 8 8 <2Ⅰnoculum NWS'(noincubation

) 64(2) 5.5(+1.5)～ .32 16 16 4* Differ

encebetweencontrolandexperimentTable6.Effectofextractsfrom Polyomavirus-treatedG2ce

usonNWS multiplicationG2+PV(10-))--a

dsorbed for3hrs.and cultured for2days-freezing and

thawing ofcellswith culturemedia,3times-pH2.0for

overnightat4oC-supernatantcentri-fuged for15min.at3.000r.p.m

.-pH7.0-Ext･A)LiquidculturemethodG2celltreatme

ntforoVemightat37℃with NWS infectedVirusihfectiVity V
irusyieldinculturemediaoftreatedcells:HAintreated.cellsHAD.50/0.2m1(5d) tlter/0.5m1(5d)atlnOCulum d11ut10nOf-3

-4 -5 -6(log)M.M 5.5 8 32 l 8(1)～ <2(1)♯EXt.(G2+M,M.)(1:1) 5.5(0)' 8 32

8(1)* <2(1)*E立t.(G2

+PV) (1:1) 6.5(1.0)' 8 32 32(4)* 8(4)*B)Pla

queassaymethodG2celltreatmentforoVemightat37℃with NWS infectedNumbersofplaque(14d)intreatedcells (average) laquesize(… )(15d

M.M. 42 55 58 52 0.3-0.7EXt.(G2+M,M.

)(1:2.5) 45 47 53 48(-4)' 0.3-0.5EXt.(G2+PV

)(1:2.5) 51 51 55 52(0了 0.2-0.4PV ads
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た作製法の如 く抽出 したPV処理G2細 胞由来 の物 質

と正常G2細胞由来の抽出物および維持液 (対照) の

みで,G2細胞を36oCで 1夜前処置 し,これら前処置

した各G2細胞上における接種 NWS の増殖 を比較

した.

その結果は, Teble6,A)に示 したよ うに .PV

処理G2細胞抽出液で前処置 したG2細胞は,維持液

のみおよび未処理G2細胞からの抽出液で処置 した も

のに比べ,NWSの感染価 (HAD50,5日目の判定 )

で1.0log,培養液への産生HA価でも4-8倍高い価

を示 した.

一方.これら抽出液の (1:2.5)でG2細 胞 を前

処置 した後 ,接種 NWSの感染価 を plaqueassay

で求めたのが Table6,B)である.これをみると,

各抽出物で前処置 した細胞間で全 く差はみられなかっ

たが,PVで 3時間処置 したG2細胞上 で は , ブ ラ ッ

ク数の増加が認められた.これらの結果か ら,PV前
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処理G2細胞の NWS増殖促進物質産生 は著明 で な

く,かっその再現性は乏 しいと思われる.

V.紫外線 (UV)不活化 NWSの自家干渉と細胞

のPV処理によるそれへの括坑乃至回復

一般に,ウイルスを細胞に感染させると.ウイルス

材料自身に若干含まれる不活化 ウイルスにより,ある

程度必然的に生ずる自家干渉現象にうちかって始めて

そのウイルスの増殖がおきると考えられている.前項

まで検討 してきた幾っかの機作がすべて否定的であっ

たので,我々のPV前処理による NWSの増殖増強機

作 もこの自家干渉への桔抗またはそれよりの回復では

ないかと考えた.そこで NWS-G2細胞の系で も.こ

の自家干渉に関係する interferon産生の有無 ,細

胞性干渉の成立乃至それへのPV処理の影 幣 な どにつ

いて検討を加えた.

1.UV不活化 NWS処理G2細胞における inter･

feron産生

Table7. Autointerfering activity ofG2cellstreated with

UV･irradiated NW

A)Interferonactivityofculturemedia(C.M.)ofNWSuv-treated G2Cells

G2celltreatmentforoVemightat37℃with NWS infected

Virus infectivity Virusyiel.dinculturemediaoftreatedcells:

HAintreatedcellsHAD50/0.2mr(7d!)一 tlter/0_5m1(7d)atlnOCulum dllut10nOf-5 -6

-7(10gーM,M 7.5

32 3? 32C,M,(G2+M.M,)(1:4) 7.

5(0)■ 64 32 16C,M,(G2+NWSu

v,) 7.5(0)◆ 64 32 16B)CellularautointerferingactivityofG2c

ellstreatedwith NWSuvG2celltreatmentforoVemig

htat37℃wi仲 NWS infectedVirusinfectiVity ViruSyieldincul
turemediaoftreatedcells:HAintreatedcellsHAD56l/0.2m1(7d)titer/0

.5m1(7dlatinoculum dilutionof

-2 -3 -4 -5 -6 -7 -3(log

)1:20 3.5(-5.0)' 8

4 <2 2 <2 <2 <21:40 4.

5(-4.P)I 8 4 <21:80NWS.
uv 5.5(-3.0)' 8 81:16

0 6.0(-2.5)I 16 52 32 41:320

7.0(-1.5)' 32 64 32 21:640

7.5.(丁1.0)● 64 64 32 16 <2M.M.(co
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先ず 材料 と方法 の項で述べた如 く詞巷 したものを

interferon材料 とした.その対照には,不活化 NWS

の代 りに維持液 を用 いて作 った培養上清, お よ び

NWS増殖 の対照 として維持液のみで. G2細 胞 を

Table7,A)の如 く処理 した後,NWS を感染 させ

た . その結果 これら3者の間で, 測定 される感染価

(HAD50),産生 ウイルスのHA価 とも全 く差 はな く.

この条件では,UV不活化 NWSによ るG2細胞での

interferon産生は確認 で きなかった.

2.UV不活化 NWSによる細胞性 自家干渉の成立

人工的にUVで不活化 した NWS粒子によるG2細

胞の interferon産生は認め得なかったが,このUV

不活化 NWS粒子による細胞性 自家干渉 を次 に検討

した.

その結果,Table7,B)に示 したように.このUV

不活化粒子によるG2細胞自身の自家干渉 は著明 に

見出された.即ち未処理のG2細胞における感染 7日

目の HAD50か らみた接種 NWS感染価は,108･5で あ

るのに対 し,不活化 NWSの (1:640)稀釈 で前 処

理 してもなおその感染価を1/10に減弱 させる細胞性 自

家干渉効果がみられた.この効果は.不活化 NWS

の稀釈倍数が低 くなる (不活化 NWSの濃度 が高 く

なる)につれて増大 し. (1:20)稀釈 で処理 す る

と.測定された感染価は103･5(対照の10~5) であった.

同様の事実は.細胞培養液中に産生 されるウイルスの

村

HA価でも明 らかに示された.

3.PV処理による NWS自家干渉の回復効果

上述の如 く,UV不活化 NWSで細胞を前処理す る

と,頻著な細胞性自家干渉現象がみられたが,この現

象がPV処理によって如何なる影響を受け,NWS 増

殖増強に関連するかについて検討を加えた.

1)接種 NWSの感染価 (HAD50) お よび産生 ウ

イルスHA価測定による方法

実験方法は Fig.1,Table8に示 してある.先ず .

PVをG2細胞に作用させ (前処理),36oCで 1日培 養

後,UV不活化NWS(1:160)稀釈で更に36oCl夜

処置 し,次に NWSを challengeした (Fig. 1.

Exp.1).こ でゝUV不活化 NWSの (1:160)棉

釈を用いたのは,細胞性 自家干渉が NWS 増殖抑制

度 として (10~2)前後に出現 し,このところがこの実

験に好適と判断 したので選ばれた.対照には,PVま

たはUV不活化 NWSの代 りに維持液 (MM)で前処

鍾 (処置)したG2細胞を用いた.感染 7日目の接種

NWSa)感 染価 (HAD50) 測定の 結 果 が Fig. 1,

Exp.1 に示されている.PVで前処理後 ,UV不活化

NWSで処理 した場合 (Exp.1,(4))に は, 不 活 化

NWSによる細胞性自家干渉作用 (Exp.1,(3))は

相殺 され, challengeNWSの感染価 は対照 のMM

処理細胞のそれ (Exp.1,(1))まで完全に回復 され

た.この時同時にPV処理による NWS 感染価上昇

Fig.1.NWS virJSSusceptibility in G2cellstreated,with PV andNWSuv

Exp.1
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(NWS感受性乃至増殖促進)(Exp.1.(2)) は･

図の如 く明 らかに見出された.同様のことは培養上清

への産生 NWSのHA価でも認められ (Table8,Exp･

1). この場合その回復は完全でなかったが , 未処

理対照に近いパ ター ンを示 した.

次にG2細胞処理の順を逆にした場合について検討

を加えた (Fig.1,Exp.2).即ちUV不活化NWSの

(1:100) 稀釈でG2細胞を36oCl夜前処理後,PV

(1:10) 稀釈で36oC1日後処置 し. NWS を

challengeした.その結果.不活化 NWS 湧発 自家

干渉のPVによる回復は,NWSの感簸価 (Fig.1,

Exp.2,(4))からも,培養液への産生HA価(Table

8.Exp.2)からも全 く認められなか った . これ は

処理に用いたUV不活化 NWSの濃度が高い (Exp･1

では1:160なのにExp.2では1:100)のに,同 じ

iflH

く処理に用いたPVの濃度が低かった (Exp.1で は 1

:1,Exp.2では1:10)ため.自家干渉 が強 く,

pvによるその回復能が弱い組合せという実験 条件 か

ら生 じていると考えられた.しか しこのような Exp･

2の条件下でも,MM中にPVを (10~3)に加えると.

感染価は未処理対照 と同 じ程度 に回復 した (Fig･1.

Exp.2,(6)).またこの場合のPV自身による NWS

増殖増強作用は,NWS感染価上昇 として1.5log嵩

い値を与え,MM中にPVを加えるとい う実験方法 が

より有効な効果を示 した.しかもこの Exp.2 のPV

含有維持液という条件下で,培養液中への産生 ウイル

スHA価は.Exp.1の場合 と同 じ様 に回復 を認 め る

ことができた (Table8,Exp.2).これら Exp.1,

Exp.2 の結果を総合すると,UV不活化 NWS 処理

による自家干渉誘発をPV処理に先行させると,NWS

Table8.Virus yield in culture′mediaofG2cellstreated with

PV and NWSuv

G2celltreatmentat37℃ lChallengedwith NWSyieldinculturerpediaoftreatedcells:HA t't O5 17d) lld'l
flt 2d liVeNWSand 1er/.m ( atlnOCuum lu

t10nOS(forld) n(foroVemight) culturedwith -3 -4 -5 -6

-7 -8(log)Exp.1.PV(1:1) NWSuV(1:160)

M.M. 32 32 8 2 <2PV(1

:1) M.M. M.M. 64 64 8M.M, NWSuV(1:160) M.M. 3

2 4 <2 <2M.M. M.M. ･M.M. 64 4EXp.2.

NWSuや(1:100)PV(1:10) M.M. 声 l

8 8 4 <2 <2NWSuV(1:100) M.M. M.M. 8 16 4 <2NWSuV(1:100) M.M. M.M.+PV,10-3 16 16

8 2M.M. PV(1:10) M.M. 32

16 4 <2M.M. M.M. M.M. 32 32 8 <2M Mゝ. M.M, M.M.+

PV,10.3 32 32 16 4Table9. NWS plaqueassay in G2cellstreated with PV andNWSuvG2celltreatmentforoVemight Numbersofp1.aque(14d)intreatedcells一唱tlnO

Culum dilut10nOf Plaquesize(14d)at37℃ *itham
ixtureof -5.0 -5.5 -6.0 av.(-5.0)u

og】し_ mmNWSuV(1:25)+PV(1:2.5) 31,37

22,25 54 0.2-0.3NWSuv(1:2
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の challenge後の細胞維持培養液にPVを加え た時

にのみ.不活化 NWSの自家干渉 よりの回復 が み ら

れたが.一般的にはPV処理乃至存在は,不活化 NWS

の自家干渉 (活性 NWSの増殖抑制)よ りの回復 解

放を来すといえよう.

2)plaqueassayによる方法

次に,不活化 NWSとPVの両者で同時に細胞 を処

理 した場合を plaqueassayによって試みた.即 ち

UV不活化 NWSとPVとを等量に加えた混 合 液 (各

々の最終稀釈は 1:50および 1:5)5.Omlで . 早

層に増殖 したG2細胞 (50mm径 petridish)を36o

Cl夜前処理後.NWSを challengeして出現 す る

ブラック数を計数 した. Table9にそれら結 果 を示

した.

出現 ブラック数は,未処理対照に比べ,PV単 独処

壇では.その増殖増強作用で (309/181-1.7)倍 に増

加するのに.UV不活化 NWSによ る単独前 処理 で

は.自家干渉により (18/181-1/10)に減少 した.し

か しなが ら (PV+UV不活化 NWS)混 合液 処理 で

は (54/181-1/3.3)となり,UV不活化 NWS 単 独

処理に比べると (54/18-3)倍の増加を来 した . か

くてか ゝる実験方法で も.不活化 NWSに よ る自家

干渉 (増殖抑制)効果は.PVの増殖増強作 用 に よ り

相殺 されて.ある程度の回復がみられることが明 らか

にされた.この際ブラックの大 きさは,PV単 独 の処

理で若干増大をみせた以外には顕著 な差異 はなか っ

た.

考 察

同一細胞上において,あるウイルスが他のウイルス

の増殖を促進する現象については, Kumagaiら3)に

よって,ブタ等丸細胞における hogcholera virus

(HCV)感 毅 が Newcastlediseasevirus(NDV)

の増殖を助忌 す る END (ExaltationofNDV)現

象の報告以来,幾っかが知 られている.

我々も Polyomavirus(PV)処理細胞で Influ-

enzavirus(ⅠⅤ)NWS株の増殖が増強されることを

先にみたが1).NWS単独感染では完全増殖 ので きな

い細胞 (例えば HeLaや HEp2細胞) にお いて

は.か ゝるPVによる増強は認められなかった . そ こ

でこの報告では,継代培養細胞の中でも比較的増強効

果の高かった ヒト骨巨細胞腫由来のGlおよびG2細

胞を用い.その機作解明を試みた.この現象は.始め

NWS感染後の培養上清のHA価測定で,PV処理細 胞

の方が未処理細胞におけるより高いHA価を示 した こ

とに端を発 している.しか しその検討には,感度 .正

村

確 さか らいっても,NWSの HAD 50によ る感染価 ,

培養上清のHA価測定よりも.む しろ plaqueassay

による解析が当然望ましい.ところがPVに よ る増 強

作用が明瞭なGlおよびG2細胞は,細胞の維持培養.

とりわけ plaqueassayに必要 な agaroverlay

後の細胞の維持が必ず しも良好でなく,この様な細胞

側の制約か ら,この方法の適用は甚だ しく制限をうけ

た.この傾向はG2細胞よりもGl細胞の方 が よ り強

かった. しか し継代培 養細 胞 のG2細 胞 にお け る

Myxovirusの plaqueassayが報告 されて い る4)

ので. overlaymedium 中への血清 の添加 や ブ ラ

ック瓶へSeedする細胞量を多 くし,2日目に mOnO-

1ayer になるようにするなど種々改良を行い. 本

実験にも一部加えることができた.従 ってこゝに得 ら

れた結果の大部分は,HAD50による感鞄価 と培養上清

のHA価測定 という plaqueassayに若干 劣 る方法

に頼 らねばならなくなったが,それで もなおかつ有意

と思われる結果が幾っか得 られた.

PV含有維持液で 1夜細胞を培養 (前処理 ) す る こ

とによって得 られる NWSの増殖増強効果 は,細 胞

が一時的に獲得 したものなのか.或いは遺伝的に何代

も安定に受け継がれるものなのかについては,前者が

正 しいと思われた.ところがPV前処理後何 代 か継代

培養されたGlおよびC2細胞を.再度PVによって 1

夜処理すると.この場合には何れの細胞 とも再処理 し

ない群に比べて,NWS感受性が若干低下 した.その

理由は明 らかではないが,細胞側に何 らかの形で第 1

回のPV処理に対する memoryが残 っていたので は

ないかと推測 される.しか しこの memoryは , 腫

癌 ウイルスによる transformationの如 き明瞭な も

のではなかった.

か ゝるPV処理G2細胞上で増殖 した NWS と.正

常G2細胞上で増殖 した NWSとの正常G2細胞上 に

おける増殖性を検討 したところ,同一HA価 を示 す サ

ンプルでもPV処理細胞上で増殖 した NWS の方 が ,

正常細胞での増殖 NWSより増殖性 が優 れて いた .

このことは,前者がより多 くの完全 ウイルス粒子を含

み,PV処理は NWS の completegrowthcycle

をより強 く助長する結果 と考え られた.

しか しながら抗血清による検討では.これら2っの

NWS間に全 く差が認められず,少 なくと も HAin

に関する限り同一で,免疫学的変化 (変異),特 にPV

によるウイルス粒子構造変換などということは考え ら

れなかった.更に NWS増殖が本来不完 全 であ る と

患われる HeLaや HEp2細胞では,PVによ る増

殖増強がみられないこと,即ち permissiveな細 胞
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でしかこの現象がおきないことを考え合せると,本現

象はいわゆる helpereffectとは異 なると思 われ

る.即ち. RSV と RAV5),Moloney sarcoma

virus と Mouseleukemiavirus6),ヒ ト Adeno

とサル Adeno7) など,比較的近縁の組合せにおい

て,単独では自己の蛋白 coatが合成されず,helper

virus の素材を利用 しなければ成熟粒子となり得

ないような helpereffectによる phenotypic

mixingでないことは,上述の如 く NWS-PV の

recombinantが出現 しないことよりも明 らかであ

る.また TNSV と TNV8),ASV と Adeno vi-

rusg)の組合せのごとく,両ウイルス間には形態学的

及び血清学的 に全 く類縁関係 がないに も拘 らず .

helperとなる一方のウイルスの作る酵素の助 けを借

りて始めてウイルス核酸合成 と増殖 が可能 になる

defectivevirusの 'tsatellism"と呼ばれている範

暗に入らないことも確かである.また Adeno virus

と SV4010),PARA, MAC と Adeno virus‖)～75)

にみられるよ･うに,non-permissiveな細胞で本来増

殖できない場合でも,他のウイルスが共存することに

ょり hybridization2)や transcapcidation2)によ

って増殖が可能になるといういわゆる complementa-

tion2)によるものでな いことも,増殖が増強された

NWSの性状にPVの影響の跡がみられなし丁ことよ り

明らかであろう.

更に,上述 してきたPV処理または存在によるNWS

増殖増強が,細胞の NWS 吸着率上昇によるもの

でないことも,未吸着 NWSの assayで明 らかに

された. assayの方法については, plaqueassay

によっていないので, 正確さに若干欠 けるところ

はあるが,PV処理と未処理の細胞間で未吸着 NWS

量に本質的な差が見出せなかったので,吸着促進によ

る増殖増強機作は一応否定できよう.そこで他の一機

作として.PVが感染することによって.C2細胞 に

NWSの増殖を促進するような因子の産生 される可能

性 も考えられた.頬似の事実として,これまで HVJ

(Parainfluenza virus 1)や PR8 (InRuenza

virusA)を感染させた奨尿液中に現われる enhan-

cer16)-柑),Adeno virus12を感染させた ヒ ト胎児

腎細胞で産生 される stimulon19)20), NDV.Fowl

plaguevirus感染奨尿液中に産生される blocker2日,

NDV,Herpessimplex virus 感染ニワ トリ胎

児繊維芽細胞で産生される interferon depressor22)

などがある. そこでこれら因子の抽 出 とは ゞ似た

方法で, PV処理 (感染)G2細胞の抽 出液 を作 り

検討を加えたが, plaqueassayで増殖促進 (増強)
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活性を認めることはできなかった.た 抽ゞ出物処理細

胞における HAD50価測定,培養液中への産生 NWS

のHA価測定では,ある程度抽出物の活性を見出 した

が,結論的には,増殖活性因子の産生 は再現性 がな

く,或いはあっても少ないといえるであろう.

次に interferonの問題が強く関与 して くるウイ

ルスー細胞の系においては,他のウイルス感染がその

ウイルスによる interferonの産生 (自家干渉 の 1

つ)を阻止 したり.産生された interferon の作用

(自家干渉の1っ)を抑制することによって.結果的

にはそのウイルスの増殖が助長される例 も幾っか知 ら

れている. Hermodsson23)24)は NDV の自家干渉が

Parain月uenzavirus3の混合感染により抑制 され

ること.またコウシ腎細胞の NDVcarrierculture

で PIV-3 を重感染すると,NDV の増殖 が増強 さ

れること.また Maeno ら25)は HeLa… carrier

cultureにおいて,同じく Homma ら26)は HeLaHA2

carriercultureにおいて NDV の増殖が助長 され

ることを報告 しているが,これらは何れも前述の自家

干渉の阻止 による増殖増強 の例である.同様 に,

Diderholm と Dinter27) は Bovine diarrhea

virusよる NDV の増殖増強が interferon の作用

の阻害によること, Toba ら28)は HCVによるNDV

の増殖増強が NDV の自家干渉 での interferon

産生の抑制により起きるとしている.

そこで我々のPVと NWSの系を考えてみると,不

活化 NWSによるG2細胞の interferon産生 は認

められなかったが,UV不活化 NWSで前処置された

細胞での NWSの増殖は明らかに抑制され,細胞性

の自家干渉誘発は著明であった. このように inter-

feronの産生が検出できないのに細胞性干渉 がお き

る例29ト33)や ,actinomycin D 処理で細胞の inter･

feron合成を block34ト36) してもなおかつ細胞性干

渉がおきる例37)-39)はかなり知 られており, 我々の

NWSによる自家干渉 もおそらくはこれ らintereron

産生の関与 していない系であろうと考えられる.た ゞ

この実験は,UV不活化 NWSをG2細胞に36oC5時

間吸着後 2日間培養した培養上清を産生 interferon

粗材料としているが.もし細胞内での interferon

産生およびそれの細胞外への放出が弱いとすれば ,

我々の場合 interferonを検出できなかった ことは

当然といわねばならない.もし,そ うであ るとすれ

ば,UV不活化 NWS処理での interferon 産生腐

発に先立ってPVで細胞を処置 しておけば.その産生

が更に少なくなること (自家干渉の抑制乃至回復)ち

充分予想される.得 られた実験結果からも,か ゝる機
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作が本現象の本態であることを強 く暗示 している.ま

た逆に不活化 NWS処理がPV処理に先立てば,この

ような interferonが既に細胞内に多少とも形成 さ

れ.細胞性干渉能をもつに至れば,例えPVで後処理

しても.接種 NWSの増殖抑制の回復には余 り効果

的ではないであろう.しか しこの場合でも,維持培養

液中にPVを添加共存させた場合には.共存PVの 自家

干渉回復作用は永続的となって,NWS増殖の増強 と

いう結果を生 じたと考えられる.

前述の自家干渉の回復という機作で,第 2のウイル

スの増殖増強のみられ七例 は,何 れ も常 に active

なウイルスを必要としている22)～24)40)41).即ち他 の第 2

のウイルス増殖に促進的に働 くウイルスをUVや熟 や

low pH,その他化学物質 などによ って不活化 した

り,或いは抗血清によって申和 したり.起嵐 山こよっ

てウイルス粒子を除去 したりすると,その増殖促進活

性はなくなると報告されている23)24)42)-44).しかしPVの

場合には.UVで不活化 してもその増殖増強活性 が低

下 しないことからみて,これまであげた例 のよ うに

infectiousな virusによる自家干渉の回復 (inter-

feron の産生や作用の阻止 ) によ る増殖増強 とは

や 趣ゝきを異にしている.

PVとⅠVとの組合せは, 一方が DNA型,片方 が

RNA型と,これまで報告されているウイルスの組 合

せが何れも DNA型か RNA型かに限定されてい る

のに比 し,異なった型の組合せの例である.これらの

特殊性を考えると.自家干渉の回復が一応本態と患わ

れても,それを細胞に生ぜしめるものは,PVの何 で

あるかが問題になる.即ちPVサンプル中のPV粒子 そ

のものなのか,粒子自身であるとしても感染性を必要

としないとすると何であるのか.或いはそこに含まれ

る何か enhancing factorの如きものなのか .未

だ多 くの疑問点が残っている.PVサンプルの作製 に

はマウス胎児細胞を用いるが,PVがマウス胎児細胞

内で増殖する過程において, viralcodeによる或

いは celldependentな non･viralfactorが形

成され.この物質が細胞種をこえて NWS の増殖促

進因子として働 く可能性 も生 じてくる.既に Adenlo

virus12 を感 染 させたヒト胎児腎細胞 に産生 さ

れる stimulonと呼ばれる因子が,種特異性を こえ

て,ラット胎児細胞における Kilham ratvirusの増

殖を促進する19)20)こと,そ して この因子 の作用点 は

interferonの作用点とは異なることが知 られてい る

45)46).この点は.他の増殖促進因子 として報告されてい

る interferon blocker. enhancer. interferon

depreSSOrが同種の細胞系においてのみ interferon

村

の産生を阻止する機作がある21)47)-49)のとは異なってい

る.かくて.PV感染マウス胎児細胞にもこのよ うな

stimulon様因子が産生されている可能性は充分考 え

られ.その検討が将来の問題として残 されている.

総 括

我々は従来 Polyomavirus(PV)で細胞 を前処

理することにより,次に superinfectされた In触-

enza virus(ⅠⅤ)の増殖が増強されること,そして

この現象は幾っかの細胞系においても成立することを

報告 してきた.今回は.ヒト骨巨細胞腫由来の継代培

養細胞GlおよびG2細胞を用いて,PV:4B5-6

株による ⅠⅤ:NWS株の増殖増強現象の機作乃 至本

態について検討 し,次の成績を得た.

1.PVによる増強効果は,処理細胞を数代 にわた

り継代すると消失するので,PVが細胞に対 して遺伝

的な増強能力を賦与 したとは考えられない.しか しこ

の処理継代細胞を更にPVで再処理すると,NWS の

増殖は逆に軽度の抑制を受けた.

2.PV処理により増強効果をうけた細胞で増殖 し

た NWSは,未処理細胞で増殖 した NWS に比 し.

より高い増殖能をもち,完全粒子 が多 いと考 え られ

た.しかし赤血球凝集抑制抗体との反応でみる限りに

おいては,両者間に免疫学的な差異は認められなかっ

た.

3.PV処理細胞と未処理細胞への未吸着 ウイルス

の assayからみると,PV処理が細胞への NWS吸

着を促進させるとは考えられなかった.

4.PV処理細胞からの NWS増殖促進物質抽 出 は

再現性に乏 しく.PV処理によるか ゝる物質 の産生誘

発は極めて少ないと考えられた.

5.紫外線 (UV)不活化 NWS処理によるG2細

胞での interferonの産生は確認で きなか ったが ,

処理細胞自身での NWS増殖は著 しく抑制 され ,細

胞性自家干渉の成立は明 らかであった.この細胞性自

家干渉による NWS増殖抑制は.あらか じめPVで細

胞を前処理 しておくことにより,明 らかに相殺 されて

ある程度回復することから.我々の見出したPV処理

による NWSの増殖増強現象は.接種 NWS ウイル

ス中に若干含まれる不活化 ウイルス粒子による自家干

渉効果をPVサンプルが減弱せしめる結果生 ず ると考

えられた.

この稿を終るにあたり.終始かわらぬ勧指導と御校閲

を賜った波多野基一教授に深甚の謝意を義すると共に,

aT助言をいた いゞf=教室の諸先生方に感謝の意を表しま
す∵
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Abstract

ln ourpreviousreport,Wedescribed anenhanced multiplication ofInfluenza

virus(NWSstrain)insomeestablishedcelllinespretreatedwithPolyomavirus(PV,

4B5-6strain).Thisenhancementwasconsidered intermsofan increaseofNWS

infectivity(HAD5｡OrPFU)in thePV-treated cellsorNWS yield(HAU orPFU)in

culturemediaofthePV-treatedcellsafterNWSinoculation.Usingthemosteffective

cells,Gland G2cellsderived from thehuman giantcelltumorofbone,Some

mechanismsinvolved in thisphenomenon wereinvestigatedhere.

TheenhancingphenomenoncausedbythePV-treatmentofcellsdisappearedafter

following subculturesofthetreated cells.Hybrid virusesbetween PV andNWS

werenotfoundinNWSgrowninthePV-treatedcells.Thesemeanthatany 壷enetical

changesofcellsorgeneticalinteractionsbetweenbothvirusesdidnotoccurin

thisphenomenon.Furthermore,anincreasedNWSadsorptiononthePV-treatedG2

cellsortheircellularproduction ofenhancing substancesrelated toNWS multi-

plicationwasnotobserved.

Ontheotherhand,atreatmentofcellswith ultraviolet(UVトinactivated NWS

(NWSuv.)ClearlymadecellsresistanttoNWSmultiplication(anacquisitionofcellular

autointerference),whileanextracellularproductionofinterferonbythistreatmentwas

scanty. Thisexperimentalcellularautointerferencewascompletelyrecoveredwhen

cellswerepretreate'dwithPVbeforetheNWSuvtreatmentorculturedinthepresence

ofPV afterthetreatmentwithNWS｡V . Therefore,the enhanced multiplication of

NWSfoundhereseemedtobeduetotherecoverybyPVfromthecellularautointer･

ference,whichappearedtooccurintheinfectionwithpartiallyinactiveNWSparticles

possiblycontainedininoculum NWS.


