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の増殖促進現象について

〔Ⅱ〕増殖増強の機作と活性因子の性状.

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

(昭和49年11月28日受付)

本論文の一部は,第45回日本細菌学会総会 (1972),第 7回および第10回日本細菌学会

中部支部総会 (1970,1973)で発表 した.

我々は,これまでの報告 t)2)で ,接種 InRuenza

virus(ⅠⅤ)(NWS株)の赤血球吸着誘発感染価(HAD50)

と培養液中への産生ウイルスの赤血球凝集価 (fiA価)

測 定 法 を主 と して用 い, Polyomavirus(PV)

による NWS増殖増強現象を明らかにし, その機作

解明を試みてきた.その結果.NWS側よりみれば.

PV処理により細胞が NWSを特､に吸著 し易 くな っ

たのではないこと,これら処理細胞で増殖 した NWS

は.正常未処理細胞で増殖 したものと免疫学的 な差

がないこと,また PV存在下では NWSの自家干渉

(autointerference)が減弱回復されること.更にこの

自家干渉には interferonの産生放出がない ことな

どを見出した.一方,PV側よりみれば,PV処理 で

細胞が NWS増殖 に促進的 に働 く stimulon や

enhancerのような増殖促進物質3)を産生す るので は

なく,かっ紫外線 (UV)不活化 PVでも増強活性 が

あることから,むしろ PV サンプル中に.活性 ウイ

ルス粒子以外の活性因子が存在する可能性を指摘 して

きた.

そこで.この第 2報では.UV半不活化 NWS も

含めて,NWSのG2細胞感染増殖過程に及ぼす PV

の影響, PV サンプル中の活性因子が, PV粒子自

身なのか或いは PV増殖に用いたマウス胎児細胞の

by-productなのかなどを中心に検討を加えた.前報

では多用できなかった NWS の plaqueassay4)ち

その後改良され.再現性が確実にな ったので ,本実

験ではこの方法が NWSの定量 に多 く用 い られた.

得られた結果について以下述べてみたい.

材 料 と 方 法

I.使用細胞

ヒト骨巨細胞腫由来の継代培養細胞である G2 細

胞を用いた.培養条件 は前報 1)2)と同 じく, Eagle

MEM 培地にコウシ血清を10%に添加 したもので培養

し,継代は通常の EDTA と trypsinを用 いる分

散法5)によった. ウイルス感染後 の細胞の維持液

(maintenance medium :MM)には,LEagleMEM

を用いた.

Ⅰ.ウイルス

Innuenzavirus(ⅠⅤ):A/NWS/39株 (NWS)の発

育鶏卵増殖継代株を用いた.赤血球凝集価 (HAU/

0.5ml)は,128-256,plaqueformingunit(PFU

/ml) による感染価は. 2.6-5.0×107のものを実験

に供 した.

Polyomavirus(PV):4B5-6株およびSE株

を用いた.何れも Swiss系マウス胎児 (ME)初代

培養細胞で増殖 した継代株で.主として用いた 4B5

-6株は,HAU/0.5mlが1.024,感染価が tissue

cultureinfectivedoses(TCID50/0.2ml)で10日 を

示 した. SE株は1,024HAU/0.5mlの ものを使用

した.

Cow poxvirus(CPV):LBR株で, VERO

細胞で増殖継代 した 1.0×106PFU/mlのものを実験

に供 した.

ウイルスの稀釈には.すべて EagleMEM を用

いた.

Enhanced Multiplication ofInfluenza Virus(NWS Strain) in Cultured CellLines

TreatedwithPolyomaVirus(4B5-6Strain).NobuakiKimura.DepartmentofVirology

(Director:Prof.M.Hatano),Cancer Research institute,Kanazawa University.
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Ⅲ.NWSの定量
1.培養液中の産生 NWSの HA価測定 :Micro

titer法6)によったが.ニワトリ赤血球濃度を0.4%に

した外は,前報1)2)と同じく,凝集像を示す NWS の

最高稀釈をもって HA価とした.

2.NWS感染による赤血球吸着陽性細胞率 (HA.D

%)の算定 : 既述の方法7)によった.即ち, NWS

を細胞に接種 し,370C3時間吸着させた後 ,適宜 の

時間に.感染細胞を EDTA(Ethylenediaminetetra卜

acetate) および trypsinを用いて分散させた .

Hanks液で分散細胞を 1回洗液後,細胞を1.0×106/

ml前後に EagleMEM に浮遊 し,これに等量の0.5

%新鮮モルモット赤血球液 (M/15リン酸塩緩衝化 食

塩水 (PBS),pH7.2.に浮遊)を加えた.4oC に 1

夜放置後,血球計算板を用い鏡検 し,1,000個以上計

数 した細胞に対する赤血球吸着 (HAD)陽性細胞 の

割合を HAD %とした.この場合.鏡検で細胞 の全

面または一部に3個以上の赤血球が ｢イガダリ｣状に

付着 したものを HAD陽性細胞とした.

3. Plaqueassayによる感染価 (PFU)測定 :

直径50mm の Petridishに単層培養 したG2細

胞を Hanks液で′2回洗催し,測定材料 (NWS含有 )

を1.Oml接種 した.37oCで3時間吸着後,接種材料 を

捨て,更に Hanks液で洗礁 し,第 1次 Overlay

medium (OM)を重層後. 5% CO2･incubator で

34oCに培養 した.3日後 に 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 medium は,前報2)のブラック瓶用処方を改

良 し,CO2培養用として次の処方のものを使用 した.

第 1次重層用medium :Medium-199 または

EagleMEM の10倍濃縮液10,0.5M Tris-buffer

(pH7.6)2,5% BovinePlasmaAlbuminFrac･

tion V (Armour) 2, 1% DEAE Dextran

(Pharmacia)1,7.5%炭酸水素ナ トリウム液 2,蒸潜

水 (3回)33. 2% SpecialAgarNoble(DIFCO)

50.全量100を 6ml/dish用いた.

第 2次重層用 medium :Medium-199 または

EagleMEM の10倍濃縮液 10,7.5%炭酸水素 ナトリ

ウム液 2,0.2% NeutralRed (DIFCO)5,蒸潜水

33,2% SPecialAgarNoble50,全量100を 2

ml/dish更に重層 した.

これら重層用 medium は,何れも使用時混和 し,

42oCに保温 しながら用いた.

Ⅳ.紫外線 (UV)による NWSの半不活化

前報2)と同 じ方法で.種々の時間照射を行い,半不

活化された NWSを用いた.

村

その他必要な実験方法は,各項目でLれることゝす

る.

成 績

I.NWS吸着に及ぼす PV処理または共存の影

響

前報2)で, PV処理は細胞の NWS疲著率を特 に

上昇せしめないことをみたが,この点を更に鋭敏な方

法を用いて再検討 した.というのは,吸着率の単なる

上昇が増殖増強の機作なのかどうかは.最 も本実験の

基本的問題に連ると考えたからである.従ってこゝで

は, PV処理または共存細胞への実際の吸着度 , お

よび末吸着残存 NWS の plaqueassayという2

つの面より追求 してみた.

まず,NWSを moi(multiplicityofinfection)

-1.0で,PV処理または共存および対照の 3群のG2

細胞に接種,37oCで3時間細胞に吸着 させ ,各群で

感染細胞の数を示す HAD %の経時的変化 を測定 し

た.これは.実際に吸着 した NWSの時間的増殖 に

Fig.1.HemadsorptionofG2cellscaused

byadsorbedNWS virus,

m.o.i.-0.1
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っれ,吸着感染成立細胞には HADが必ず出現す る

ことに基ずいている.その結果を Fig.1に示 した.

これをみると, HAD陽性細胞は,各群何 れ も接

種後4時間で始めて出現 し,以後 9時間までは 直ゞ線

的に増加 しながら.85-90%の値となり.3群の問に

著明な差はみられなかった.(なお,この条件で,PV

はG2細胞で増殖せず,かつ吸着 しても HADを起さ

ないことを確めてある).

一方,この実験時の未吸着 NWS自身の HA価お

よび感染価 (PFU/ml)を測定 したのが , Table1

である.吸着 (接種)前,32HAU/mlおよび4.3×106

PFU/mlを示 した NWSは,3時間吸着後, HA

価は2未満～4HAU,感染価は1.8-2.1×104PFU

を示す未吸着 NWSとなり,各群細胞間に吸着 の有

意な差を見出し得なかった.以上 の Fig.1,Table

lの2っの結果から. PV処理または共存 は,G2

細胞への NWS吸着に殆んど無影響といえ る. この

ことは,前報2)の結論を更に正確に再確認 したことに

なるであろう.

Ⅰ.PV共存下の NWS増殖の時間的経過
前報り2)以来 NWS増殖増強効果のみられた PV 処

理操作のうち,上述の吸着に無影幣で,しかも効果が

最 も著しかった PV,存在下 (NWS接種後の MM中

に PVを含ませる)という方法を主として用 い,以

下の実験が行われた.

まず.こ でゝ NWS接種 (感染)後の早期 も含 め

て,PV存在下における NWSの増殖 を時間卵 に観

察 した.そのため,NWSの細胞内増殖の反映である

接種細胞の HAD%と,培養液中への産生 NWS放

出量を示す培養液の HA価を測定 した.この実験で

は,NWSの moiを 1.0.0.1,0.01,0.001の

4段階に変えて.(NWS粒子数/細胞)の割合が異 な

る感染を行った.370C3時間吸着後,MM(PV(10~1)
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に含むものと含まないもの 何ゝれか)にかえ.以後

12時間までは3時間毎.12時間以降は12時間毎72時間

まで観察 した.その結果は Fig.2に示 してある.

moi-1.0では.細胞 HAD%の推移 も,培養液中

への産生 NWSの HA価の推移 も.NWS吸着以降

24時間までは.PVを加えない対照の方がむしろや ゝ

高い値を示 した.この理由は明らかでないが.接種

NWS自身に関係する強い自家干渉 (moiが高 い程

強い)と PV自身に含まれる若干の interferonの

相乗作用が,NWS増殖早期には.PVによる増殖増

強効果を上回るためかもしれない.しかしながら,36

時間以降では,HAD%も HA価も PV存在下 の方

が若干高くなり,従来観察されてきた PV 効果 を示

すに至った.

moiを0.1に下げると,感染増殖細胞数を示すHAD

%は. 12時 間 までは両群とも同じであったが.24

時間以降の PV存在 (添加)群は,対照群 よ り常 に

高い値を示 し,著しい差が見出された.これはmoi-

0.1の対顔群においては,1段増殖 (約12時間)後.約

36時間,次の2段増殖 (新 しい感染成立 ) が抑 え ら

れ,HAD%の増加は極めて鈍いが,48時間目によ う

やく再感染による増殖が始まり,HAD%の増加 も生

じたのに比べ.PV添加群では,それが既に24時間目

におきたことを意味 している.従って,PV存在下 で

は,NWSの 1段増殖が,対照群に比べ約24時間短縮

され.結果的には以後の増殖が増強されてきた.

この傾向は,moiを更に0.01,0.001に下げても全

く同様で,その短縮時間は各々異なるが,HAD %.

HA価の差は,更に顕著となった.

こゝで,対照.PV添加両群とも.細胞 HAD %

が20-30%以上になって,ある一定時間経過後始めて

培養液中の HA価が陽性になることからみると,PV

存在が細胞内増殖 NWSの細胞外放出を特に促進 し

Table1.AssayofNWSvirusbeforeandafteradsorptiononG2

cellspre･treatedorco･existedwithPolyomavirus

G2 cells NWSviruSbeforeadsorption afteradso叩tion(3hrs.,36

℃)HAU./ml PFU/ml HAU/ml

PFU/mluntreated(control) 32 4.3×106

< 2 1.8×106pre-treatedwithPV(10-1)forlday 32 4.3×1

06 < 2 2.1×106inthepresenceofPV(1
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ているとは考え難かった.

Ⅲ.UV照射半不活化 NWSの増殖に及ぼす PV
の影響

このように,moiが0.1の場合,NWS増殖 の過程

に second stageが出現 し.そこでの増殖 が PV

添加のない対照群で遅 い ことにつ いて は,増殖 の

firststageに現われるウイルスの中に.不活化乃 至

不完全粒子が一部含まれ.これによる細胞性 自家干渉

の結果ではないかと考えられた.既に前報2)で述べた

ように,UV完全不活化 NWSで細胞を前処理 す る

と, 細胞性自家干渉が生 じ. その後で接種 された

NWSの増殖は強 く抑制されたが,PV を共存させる

と,この増殖抑制 (自家干渉)は殆んど回復 (減少 )

された.そこで,NWSを人工的に UV で一部不活

化 し,活性と不活性の mixtureウイルスとしての増

殖に.PV が如何なる影轡を与えるかについて検討 を

加え た.

1. UV半不活化 NWSの moiとの関係 .

4.0×107PFU/mlの NWSを10-30秒 UV 照射 し

て半不活化 し,(10~1-10~6) に稀釈 し,moiをかえ

村

てG2細胞に接種感染させ,PV存在の有無で,感染

4日後にみられる細胞 HAD %を比較 した.(Fig.

3)･その結果,未照射対照 (0秒)も含め,UV照射

の何れでも感染細胞数を示す HAD %は.PV (10-2)

添加群の方が,接種 NWSの稀釈 (moiの差) の如

何に抱 らず.常に無添加群より高い価を示 した.これ

ら両群の差は,接種 NWSの高稀釈 (低moi)で より

顕著に認められた.一方,低稀釈 (高moi)接種 の と

ころでは,より強い自家干渉を受けているため,PV

による HAD %の増強,即ち増殖増強 (自家干渉回

復)効果は,低 moiに比べるとや 少ゝなかった.同

じく,より強い自家干渉は,UV照射が長 くなる程頗

著になり,従って,UV鼎射30秒の NWSの (10-1)

稀釈 (高 moi)接種が,出現 HAD %値 としては最

も低い値 (32%)を示 した. これら UV 半不活化

NWSの低 moi接種程,PV 効果が著明 であること

は,Fig 2に示 した未照射 NWSの場合と極 めて頬

似 しているといえよう.

図示は略 したが.感染4日後の培養液に産生されて

くるNWSの HA価の比較でも.PV 効果は Fig.3

Fig･2･ EffectofthepresenceofPolyomaviruson thekinetical

multiplication ofNWS in G2ceusinfected with adiffetent
m.o.i.ofNWS
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と極めて類似 したパターンで認められた. またこの

Fig.3に示 した実験で,感染4日後の培養液へ産生 さ

れた NWSの感染価を plaqueassayで求 めたの

がFig.4である.こ でゝも.上記 HAD % (Fig.3)

や HA価と全く同様の結果が,低 moiのところで

更に大きな差となって得 られた.

2.接種 NWSの UV不活化度 (UV照射時間)

との関係

次に,前項の moiによる差 も考慮 して, 4段階

(10~2-10~5) に稀釈した NWSに,Fig.5の ごと

く,10-30秒 UV照射を行い,半不活度との関連 よ

り.PV効果を検討した.そのうち,比較的高 moi

(0.1)と低 moi(0.001)の結果のみをFig.5に示

した.

感染4日後の感染細胞数を示す HAD % (Fig.

5,1)は,何れの moiでもUV照射時間が増す

につれ急激に低下 し,NWS感染性の不活化がみられ
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た.しかし,この場合,PV添加群は,不活化の進ん

だ (UV照射の長い) NWSの何れの moiにおいて

ち,HAD%の10-100倍近い回復がみられた.同様の

現象は,PV存在または非存在の感染 4日目に培養液

に産生される NWS の plaqueassay (PFU測

定)でも認められた(Fig.5,.2).この高 moi(0.1)

接種群 の産生 NWS の assayにおいて,未照射

(0秒) NWSによるウイルス産生量が10秒照射の も

のより,PVの有無に抱らず,低い PFU となった理

由は明らかでない.おそらく,NWS中に自家干渉 を

より強く起す不活化乃至不完全粒子が多かったためで

あろうと考えられる.何れにせよ,この実験において

も前項と全く同一の結論,即ち半不活化 NWS によ

る自己干渉の PV による 回 復 が, NWSの高低両

moiで.不活化の進む程 (照射時間の長い程).より明

確に示された.

Fig.3.EffectofthepresenceofPolyomavirusonHAD ofG2
cellsinfectedwith partiallyUV-irradiatedNWSvirus.
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Ⅳ.NWS増殖増強をもたらす PV サンプルの条

件.

次に,このような PV処理による NWS増殖増強

が,使用サンプルの差で,どの程度異なるか検討を加

･えた.同一の PV サンプル(128HAU)を(10-1-10~5)

に稀釈して (PV感染 moiを変えて),種 々の条

件で細胞に与え,NWS感染4日後の感染陽性細胞数

を示す HAD%をみた (Fig.6,1).細胞を 1日前

処理した場合には (10-1)稀釈で.維持液に加えた場

合には (10~2) 稀釈で最も高い NWS 増殖増強を示

し.それぞれ (10~2), (10~3)稀釈まで有効であっ

た.この効果は,PV液を UVで不活化 して も, ウ

イルス粒子の一部をモルモット赤血球で吸着 して除

き,HA価を32HAU に低下させてもは ゞ同様 に残

存 していた.これら細胞処理法に関しては.前報2)で

も一部ふれたが,HAD%測定というより敏感な方法

でも.こゝに再確認できた.

次に4oCに1-6年保存の PV サンプルを各々稀

村

釈して維持液に加え,前実験と同じく,生ずる HAD

%で比較した (Fig.6,2). これら各サンプルの

HA価は.何れも作製直後に比Ll/4に減少 していた

が,NWS増殖増強活性は,6年保存のものを除 き,

1-3年間保存でも充分残存していた.これより,宿

性Eg子はウイルス粒子自身よりも低温でかなり安定な

ものと思われる.また,PV感染マウス胎児細胞を

glycinbufferおよび boratebufferで室温30分

処理後抽出して得たPVサンプル8)(かなり純粋なPV

粒子 と考 え られる)を用いると. glycinbuffer

抽 出液 (8HAU)の (10~1) 稀釈は活性を示 した

が, boratebuffer抽出液 (32HAU)には,活性

が見出されなかった.

V.NWS増殖増強活性の PV特異性.

1.Poxvirusとの比較

このような NWS増殖増強効果が,果して PV 特

異的かどうかについて.同様の DNA 型 ウイルス :

Cow poxvirus(CPV)を PV と同じ条件でマウス

Fig.4. EffectofthepresenceofPolyomaviruson NWS yield

inculturemediaofG2cellsinfectedwithpartially
UV･irradiatedNWS virus

NHSYIELD

PFU/ml(logl0)
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胎児初代培養 (ME)細胞に感染増殖させ採取 した も

のについて比較した.対照には,同一条件の非感染細

胞の培養液(CMNE)を用いた.

まず,各サンプルを第 1次重層 medium 中 に.

(10~3) に添加 した.鹿添加対照の NWS のブ ラッ

ク数を100とすると,従来用いてきた PV (4B5-

6)では132-139,新たに用いた PV(SE)でも126に

増加がみられた.しかし,CPV や CMNEを加 えて

ら,99-103と全く変化はなかった (Table2.1).

一方,NWS接種後.細胞の維持液に PV,CPV,

cMN｡を (10-3) に加え. 4日培養 し. その培養

液中に産生されてくる NWSの PFU価をみたのが

(Table2,2)である.同様に,無添加対照維持

培養液へ出現するNWSの PFUを100とすると.PV

(4B5-6)では178と増強されているのに.CMNE

Fig.5.Effectofthepresenceof
kineticalinactivation of

CELLHAD%

123添加では79, CPV 添加の時は21と.逆 に

NWS増殖の抑制 (CPV による NWSの増殖干渉)

がみ られた.これらから,NWS増殖増強は,PV に

特有 のものと考えら

れる.2.PV中和の

影背.そこで次に.このような PV サンプルに特

有 と患われる NWS増殖増強能が,抗 PV血清 で P

V 粒子を中和 した場合どうなるかについて検討 した

.これは前報2)ぉよび Fig.6,1)の実験で,UV不活

化 PVも有効であることが示されて, その PV サン

プルのもつ活性は,少なくとも活性 PV粒子自身で

はなさそうであることが予想されたからである｡そこで.

PV′(256HAU)1容に.1/10容の非働化抗 PV家兎

免疫血清(20.480HAl unit/ml)を加え,37oCl時

間中和した (HA価からみると充分中和が成立する条

件であPolyomavirusontheassay

ofNWS byUV-irradiati

onNHSYI

ELD0 10 20 30 0 10

20uv _iRRADIATIONT 川 E (seconds)OF NuS INFEC

TED1) cellHAD % at4daysafte
rNWS infection2) PFU ofNWS produced
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る).その後,PV一抗血清浪合液中の PV が (10~2)

になるように重層 medium に加えるとい う条件 で .

中和 PV サンプルの NWS増殖増強活性 をみた.対

照には,PV (10-2).または抗 PV血清 (10~3) 蘇

加重層 medium を用いた.

異なる NWSサンプルを用いて行った 3回 の実験

結果が･Table3に示されている.無琴加 の もの に

見出されるブラックを100とすると,抗 PV血清添加

で87-115(平均98),PV (10-2) 添加 で141-170

(平均160),PV中和サンプル添加で140-153(平均

148)となり,PV粒子中和後 もなお NWS増殖増強

活性は充分残存することが確認された. この結果 か

村

ら.PV サンプル中の活性因子は,PV粒子その もの

よりも,むしろ PV が ME細胞に感染 したことによ

って生 じた細胞側のある productであることが強 く

示唆された.

Ⅵ.pVサンプルにおける NWS増殖増強能の差

異-ME細胞の .PV感染初期と後期サンプルの

比較.

上述のごとく,PV サンプ ル中の NWS 増殖増強

活性因子は,PV特有で,PV粒子を中和 してもなお

残存 し,かつ Fig.6にみられるごとく低温 です こぶ

る安定であった.従って,PV粒子以外の PV感染

ME細胞の by･productの可能性 が考 え られたの

Fig.6.CharacteristicsofPolyomavirusrequiredfortheenhancement

ofNWSvirusmultiplication.NWS(inoculum):m.o.i.-0.01

CELLHAD%

l)METHODSOFTREAT卜TENT●
CELLHAD %

9〔)

7〔

untreated

control

10-1 -2 -3 ′4 -5

㌔ -』ntreatedcontrol

2)COMPARISOHArliCHGVARIOUSSAMPLES

∴ . _ _

10-1 - 2 -3

DIL〕TIO N O F PVSAMPLESFOR CEL L TREATト1ENT e t c .

1)variousmethodsoftreatmentofG2cellswith PV samples
(○):pretreatedwithPV(128HAU),for1day

(●):maintainedwith戸Ⅴ(128HAU)

(△):maintainedwithPViゝrradiatedbyUV(128HAU),

(A):maintainedwithPVpartiallyremovedbyadsorptiononGRC:32HAU)

2) ComparlSLonamong varioussamplesadded to maintenancemedium

(0):PV-67(1.024HAU(atharvestedtime)----256HAU(attesttime)).
(●):PV-69(128HAU一一-一一一32HAU),
(□):PV-64(64HAU一･一-I-16HAU),

(△)‥PVextractedwithglycinbuffer(8HAU),

(▲):PVextractedwithboratebuffer(32HAU)

CellHAD% wasmeasuredat4daysafterNWSinfection.
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で,もしそうだとすると,その産生は,PV感染後の

時期で臭っているかもしれない.そこで.PV感染後

果る時期に採取 した PV サンプルの比較検討を行 っ

た.

サンプルとしては,PV(4096HAU)をME細胞 に

接種 し,感染2日後 (初期)および10日後 (後期)に

採取 した2っの PVサンプルを用いた (それぞれ

125

PV2d,PVIO｡と略).

その HA価は,PV2｡が32HAU,PVlDdが2048HAU

と,両者の問には64倍の差がみられた.対照 には.非

感染のME細胞の培養2日目の培養液(CMofME2d)

を用いた.これらPV サンプルの検討には,NWS

や PVの moi,更に NWS感染後の日数などによ

り.培養液中に産生される NWSの HA価や感染価

Table2.Polyomavirusspecificityfortheinductionofenhanced

multiplicationofNWSinG2cells

1)NWSdilutedandoVerlayed EXp∴1 EXp.
2withmedium containlng plaquenumbers(ratio) plaquenumers(ra

tio)None 95 (100) 1

39 (100)pV (4B5-β) 10-3 125 (132)

193 (139)PV (SE) 10-3 /

/ ･176 (126)/CPVME * 10-3

98 (103) 137 (99)CM M.E + 10-3-

97 (102) 141 (101)2)NWSproduction♯ inthe- presen
ceof PFU/ml (ra

tio)None 28×105 (100)

PV (4B5-6) 10二3 50×105

(178)cpVME * 10-3 6

×105 (21)CM ME+ 10-3 22×105 (79)* Harvestedat10daysafteri
noculationofCPVwiththesamecon-ditions

forPVgrowthinmouseembryocells.CPV(Cowpoxv
irus):1.0×106PFU/mlinVEROcells+ Culturemediaofmouse

embryocellsascontroltoPV orCPV♯ Culturemediaharve

stedat4daysafterNWSinoculationTable3.EffectofPolyomavirusneutralizationonitsenhancing

activityforNWS multiplicationoVerlaymedium containig

plaquenumbersofNWSviru
sinoculatedtoG2cellsandtheirratiOs

EXp.1.NWS-D EXp.2.NWS-D4EXp.3.NWS-以4

none(control) 61 (100) 93 (100) 19

9 (100)anti-PⅥ10-3) 56 (92) 1d7 (115)

177 (87)pV(10-2J) 104 (170) 157.(169) 280､(141)

pv(10:2.)+anti-PV(10-31,)～ 93 (152) 142 (153) 278 (140)

･ Anti･PVserum :20,480HAIunit
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が著しく異なることを考慮に入れ,次の方法 によっ

た.即ち.NWSを moi-0.001で接種 したC2細胞

の維持液に,各 PVサンプルを (10q1-10~3)に添加

して培養し,毎日液交換 しながら,日を追って培養液

を採取 し,その HAU と PFUを測定 した.

1.PV2d.PV柑dサンプルの至適濃度 (PV の moi

との関係)

(10~7,10~2.10~3) に稀釈した2っの PV サ ンプ

ルの存在下で.培養液中に増殖 した NWSの PFU

を,接種後 3日と4日目に測定 した結果をFig.7.1)

に示 した.これを見ると,PV2..PV...･何れも,(10~2)

稀釈添加で最も高い NWS 増殖増強効果 を示 し

た.PV2JとPVIOdの比較では.HA価の低 いPV2dサ ン

プルの方が,HA価の高いPVIOdサンプルよ り常 に強

い増強効果を与えた. また,対照 の CM ofME2J

の添加は,無添加維持培養液に比べ若干高い値を示 し

PFU/ml

(1oglO)

村

た (図示は略)が,稀釈による増強効果の変動 は少

く,有意な差ではなかった.は 同ゞ様の傾向は,NWS

接種 3日と4日後の培養液の HAU 測定 で も観察

された (図は略).

2.NWS産生の縫目的変化に及ぼすPVld,PVIDd添

加 (10~2)の影幣.

次に.これらPVサンプルを (10~2) に添加 した培

養維持液に産生される日毎のNWSを,感鞄価(PFU)

より観察 した (Fig.7,2).両サンプルの増強効果

は,対照の CM ofME2｡添加では未だ培養液 に感

染価が見られない感染後1-2日で既 に著明 に現 わ
れ.それは3-4日まで続いた. しかも. PV2d と

PVIOdを比較すると,PVl.の方が 1日早 く感染価を出

現させ,3日後まで PFU価も約10-100倍高かった.

これと全く同様な結果が.培養液中の HA 価で も観

察されたことは.前項の実験と全 く同じであった (図

Fig.7.ComparativeenhancingactivityofPV2｡andPVIOdSamples
forNWSyield inculturemediaofG2cellsinfectedwith
NWS(m.o.i.-0.001)

PFU/ml
(10910)

10-1 - 2 13DILUTIO N

O F PV SAMPLES CONTAINED川 CULTURE
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は略).

かくて.PV粒子に比例する HA価の低い PV2d

サンプルの方が,HA価が高い PVIDdサ ンプルより

著明な増強効果を示したことは,やはり,活性因子が

PV 粒子そのものでないことを意味し.中和実験の考

察ともよく一致している.

Ⅶ.pv サンプルのG2細胞増殖維持に及ぼす影
響.

一方.このような PV サンプルは.NWS増殖の
母体であるG2細胞の増殖や維持に好影幣を及ぼ し,

その結果,NWS増殖増強がおきたのではないかと考
えて,本実験を計画した.細胞数測定には.同一条件

の30mm径 Petridish 3枚の数を平均 して求め,

培養は5% CO2培養で,液交換は毎日行なった.

PV2｡を (10~2)に増殖培考液 (GM)に加え･1･4×

105 cells/dish (2ml)から出発した培養 7日まで

のG2細胞増殖曲線を Fig.8,1)に示した.これを

みると,PVl.および対照の CM ofME2d添加 は,

r7
us
"

/
,o
L

=

SI
T
33

Z-

O

S

…

N
nN
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無添加培養液と有意の差は全くなかった. 次に4.0×

105cells/dish (2叫 )で無添加培養を行い,3日目

に2.lxlO6/dishと増殖したところで.PV2dと CM

ofME2｡の添加された維持液と無添加維持液に交換

し,以後5日間維持培養を行った (Fig.8.2).過

常,かゝる増殖維持培養法が,PV の NWSへの効
果をみる時に使われている.しかしながら,この実験

でも.PV!.および CM ofME2｡の添加維持は.細

胞数の増加.細胞形態の維持,多少の出現は不可避な

細胞の自然変性の量などに何ら著差を認めることはで

きなかった.従って,これらの結果から.PV サンプ

ルはG2細胞の増殖維持には全く無影韓で,かゝる問

題が PV増強効果の本態ではないことが明 らかとな

った.

Ⅷ .NWS増殖増強活性に影響する PV サンプル

処理について一活性因子の性状.

先の実験で,より高い活性を示した PV2dサンプル

を主として用い,その性状の検討を行 った.そのた

Fig.8. EffectofPolyomavirussampleon 1)thegrowth or2)

themaintenanceofG2cells
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め.Table4.5.6に示すような各種 の処理 を施

した後,NWS感簸後の維持培養液に.対照の未処置

サンプルと同じく (10~2)に添加 した.NWS感染 2

日および3日後,2枚の Petridishより採取 した

培養維持液への産生 NWSの HAU と PFU を測定

した. 更に処理対照として, CM of ME2d の処

理前後のものも. 必要に応 じて使用 した. 結果は ,

Table4,5.6に示した.

1.熟に対する抵抗性 (安定性)

村

Fig.6に示されたごとく,この PV サ ンプル中の

活性因子は低温保存には安定であった.そこで.560

C30分および1000C10分加熱による失活の有無をみた.

か ゝる処理で,PV2d自身の HA価は.560C30分加

熱では変らなかったが,100oC10分加熱 では消失 し

た.一方,増強活性は,560C30分では,･なお大部分

が残存するが.100oC10分では全 く消失 した.

2.PH2.0に対する抵抗性

PV2d0.5mlに lNtiCl を0.011ml加えpH 2.0と

Table4.EffectofvarioustreatmentsofPV2dSampleon itsenhancing
activity forNWS multiplication in G2cells

TreatmentofPV2dsample (H AU /ml) RatioofNWSyieldH inculturemediatocontrol

oneat2qays(afterNWSinoculation)at3day

s(HAU /ml) (logPFU /ml) (HAU /ml) (logP

FU /ml)none (32) > 8 1 16) 147 (5.

3) 8 (256)heat (1取 …3霊 : ほ22i > 4 (8)1 ((2) 62 (4.9)2 (3.4)

8 (256)2 ( 64)pH 2.0foroVemightat4℃ (16) > 2 (4

) 50 (4.9) 4 (128)ultraVioleti汀adiation (32)

> 2 (4) 62 (4.9) 8 (256)dia lyzationwithPBS foroVemight (16) > 年 (8)> 2 (4) 57 (4.9)53 (4.9) 8 (256)4 (128)at 4℃neutr

alizationwithantiPVserum ((2)absorptionon

GRC (16) > 8 (16) 60 (4.9) 8 (256)elutionfrom a

bsorbedGRC (4) 1 (く2) 1 (3.2) 1 ( 32)cultu;ceoTte,d.il弓
ofMEce11S

/ 1 (く2) 1 (3.2) 1 (32) 47

(

6.9)35 (6
.7)1 (5.0

)24 (6.6

)33 (6.

7)10 (

6.2)34 (6.7)37 (6.8)1 (5.4)1 (5.2)･ TreatedPV samplesorculturemediaofMEcellswere

addedto maintainancemedium atlOIL',･* NWS viruspr
oduced in culturemediaofNWS-infected G2cell

sin thepresenceofeach samplestreated.Table5.NWSvirusg

rowthenhancingactivityofsupernatantofPV2d

Samplecentrifuged at105,000g for2hourssamplesaddedtomaintenancemediumat10-2 (HAU/ml) R

atiosofNWS'yieldinculturemediatocontro
lonesat2days(afterNWSinoculation)at3da

ys(HAU/m1) (logPFU/ml) (HAU/ml) (logPFU/ml)pv2d に :ei:aaltant …;≡; >4 (16)>4 (16) 7

4 (5..4) 8 (512)80 (5.5) 8 (512)【 8.9 (7.2)10.7 (7.3)lcM.ofME .( ::ei:aaltic

n:ntrol' ; 1 ((4)1 ((4) ::: '(畑 .:-≡:≡i 1.0 (6.3)1.0 (6.3)･ NWSvirusproducedinculturemedia
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Table6.Effectoftrypsin treatmentofPV sampleson theirenhancing

activitiesforNWS multiplication

129

PVsamplesaddedtomaintenancemedium at102 NWSyieldinculturemediaofG2cellsat3days fR.efdpuftdq:(tZoe,presenceoft‡Ypsin-treatedPVsampleafterNWSinoculationinthepresence

ofUntreatedPvsamples Frypsin-treatedPVsamp

lesHAU/ml PFU/ml(×1 05) HAU/ml PFU/ml

×10517PV2d (Original) 128

214 32 92PV2d (supernatant)I 12

8 240 16 10 96CM ofME(origi

nal) 32 29 32 25 14CM ofME(supematant) 32 35 32

26 13PV10d 32 45

32 33 27PV-67 256 309 16l 15

95none(control) 3.2 35 (32)*i (40)‥ (+ll)‥* Supern
atantaftercentrifugationfor2hoursat105,000g** In the presence oftrypsin and trypsin inhibitorus

edJortreatmentし,4oCで 1夜放置後,1NN

aOH0.005mlと7.5%NaHCO30

.013mlを加え,pH7.6にもどした.この処理により PV の HA価は半減 し,増強

活性 もおよそ1/2に低下 した

が,対照 (CM ofME2d)に比べれば,まだ充分の活性を示した.

3.紫外線に対する抵抗性.i前報1)2),Fig

.6でも,この問題にふれたが,plaqueassay による確認を行った. UV は2分

間照射 して実験に

供 したが,HA価も増強活性も殆んど消失せず.前報の結論の

正 しさが裏付けられた.4.透析の影響PV2d0.5ml

をセロファンチューブに入れ,PBS(pH7.2)300mlを外液として,4oCで 1夜透析 を行

い,その透析内液を材料とした.この透析で,

HA 値は半減 したが,増強活性はなお残存 し,透析 し尽

されなかった.5.抗血清による中和の影響T

able3で,中和は増強活性に無影幣 なことが明らかに

されたが,増強活性の異 なるPV2dを用 い,Table3とや 異ゝなる方法での再確認のため行った.

中和法は Table3に示し

た方法と同一である.この結果,中和後 HA価はなくな

ったが,増強活性 は前と同じく充分残存 してい

た.6.PV粒子のモルモット赤血球吸着除去後およ

びそれより遊出した PV による増強活性.

この問題も一部Fig.6で行ったが,中和 と同 じく.異なる活性を示す PV サンプルでの確認のため再 び 行った.PV

2d0.5mlに新鮮モルモット赤血球 を充分(10%)に加え,4oCl夜放置後の遠心上清を PV

除去サンプルとした.か ゝる吸収の結果,PV の HA

価は半減 したが, 増強活性に大きな変化はなかった.この PV 吸着モル

モット赤血球を冷 Hanks液で 2回洗液後.1

/10量の EagleMEM を加え,37oCで4

時間 PV 遊出を行い,その遠心上清を遊出 PV とした.このサンプルの HA 価は,4HAU と低か っ

たが,その増強活性は全 く見出されなかった.この吸

着または遊出サンプルには.予想 した程の PV の吸

着乃至遊出が伴わなかったが.活性因子はむしろモ

ルモット赤血球には吸着せ

ず,従って遊出 PV サ ンプル中にも含まれてこな

いことを示す結果 と解釈 された.7.超遠心 の影響こ

れまでの幾っかの結果のうち,特に PV の HA価と増強活

性が比例 しないこと (PV2dと PVIO｡の例

)や中和試験の成績などから,増強活性因子は,PV粒

子そのものではなく.むしろそれ以外のものである可能性は益

々強くなってきた.そこで,PV2dサ ンプル中の PV粒子を完全に除く目的で,105,000g2時

間の超遠心操作を行い.その上清 (Sup)について増強活性

をみた.結果は.Tabl.e5に示した.こ

の超遠心で,PV2dのHA価は全 く消失 し,PV粒子を

は 完ゞ全に除くことができた. この対照 には,CM of
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ともは 同ゞ じ結果であったが,代表例を Table5に

示 した.有意の NWS増殖増強活性は,観察 デー タ

の何れにおいても,常に PV2｡Supに認められ,か

つ超嵐 L､前より更に若干上昇 した (PFl｣価 の増強比

率が74から80,8.9から10.7と,遠心後の Sup で僅

かではあるが常に高くなっに).このような現象は.対

照に用いた CM ofME2dの Supには全 く認 め ら

れなかった.これらの結果からも.活性因子 の本体

は,PV粒子自身よりも,PV感染マウス胎児細胞 が産

生する by･productであることが更 に明白 とな っ

た.

8.トリプシン処理による影筆

各種PVサンプルの (10-1) 稀釈0.2mlに trypsin

(2X crystalline,Sigma)200〟g/ml.0.2ml

を加え,37oCl時間放置後,更にtrypsininhibitor

(Soybean, Sigma)150/Jg/ml,0.3mlを加えて反

応を止め,この mixture0.7mlを維持培養液 2ml中

に含むように添加 して用いた.この条件で PV サ ン

プルの最終濃度は (10~2)であり,また トリプシンの

作用は充分抑制されている.対照には,PVサ ンプル

に対応する CM ofME2｡を同様に トリプ シン処理

した.これらトリプシン処理前後の各サンプルの添加

存在下で.3日培養の液中に産生される NWSのHA

価および感染価 (PFU)を比較 したのが.Table6で

ある.

トリプシン処理により,PV2｡,PV2｡Supの増強活性

は.処理前の1/10以下に減少 (92-96%の減少) した

のに. CM orME2dおよびそのSup.更にもともと

増強活性の弱いPV…での減少は.10-30%に止 ま り,

有意とは思えなかった.また4oCの保存 で長 く活性

のみられたPV-67(1967年作製)ら.PV2dなどと同 じ

く95%の減少を示 した. なお.処理に用いた tryp･

sin,trypsininhibitor自身の存在による影坪 は,l
表のごとく有意な変化を与えなかった.これ らよ り.

活性因子の本態は.ウイ･ルス粒子以外の トリプシン感

受性の蛋白であると考えられた.

考 嚢

Polyomavirus(PV)の存在 もしくは処理で.InRu-
■

enzavirus:NWS株の増殖が促進増強されること

は.既に前報1)2)でも明 らかであったが.こゝでは特に

その機作と活性因子の本態についての解明を試 み た.

この増殖促進の第 1前提として.PVにより細胞への

NWSの吸着が増強されるのかどうかについては,既

に未吸着 NWSの HAD50aSSayなどか ら否定 され

た2)が.更に plaqueassay法,感染細胞数を示す

村

HAD%法などにより.より正確に再確認できた.

かくて,吸着段階に差がないとすると,その後の増

殖過程ではどうであろうか.そこで.次に観察された

接種後の感染細胞数を示す HAD%の時間的推移 を

みると,moi-1.0の完全な1段増殖 (one-step or

singlecycle-growth)における･PV存在の有無 は.

特に NWS増殖に有意の影背を与えなかった..とこ

ろが moiを下 げて 2段 階 (two-steporcycles)

以上の増殖条件にすると.PV存在下の NWS増殖過

程は,明 らかに約24時間程短縮されてきた.これは,

PV非存在の時通常みられる2段階 目の増殖 へのIag

(潜伏期)が,PV存在下では消失 し.それが PVによ

る NWS増殖促進増強につながっていることは疑 う

余地がない.とすると,PVによるこのIag解消の機作

の本態は何であろうか.細胞内増殖 NWS の細胞外

放出が PV存在で促進され,低 moi接種時 の 2段

増殖に必要な再感染成立が早 くなるとい う機 作 も,

Fig.2に論 じたごとく考え難い.たゞ.この放出に関 し

ては,時間的促進は否定 で さて も,放 出量 (burst

size)が PVで増大させられる可能性は,これまでの

実験結果からは全 く否定できない.しかし,moi-1.0

の 1段増殖での液中産生 NWS の HA 価 を比較 す

a.と･特に著差は見出せず,これも余り積極的な機作

とは考え難かった.

次に考えられるのは,上述の Iag が何故低 moi

の時現われるのか,またそれへの PV効果 の本態 は

何なのかという問題である.これに関 しては,moi-

0.1以下の NWS感染において,その増殖の第 1段階

で不活化乃至不完全粒子が比較的多 く出現 し,これら

による百家干渉の結果が第 2段 階 以 降 の増 殖 遅 延

(lag)であり,これがPV存在で解消されるとい う解釈

も成立っ.既に前報2)で.UV完全不活化 NWSによ

る細胞性自家干渉の成立,PVによるその回復 .更 に

その間に interferon産生は関与 しないことなどが

明らかにされた.そこで,この前報 の結果 もふ まえ

て,今回は不活化 NWSが種々に含まれるサンプル.

即ち半不活化 NWSを UV照射で人工的に作 り,低

moiNWS接種後の第 2段階増殖と同 じような実験

系での PV効果を検討 した.その結果は,上述のUV

非照射時の NWS増殖過程にみられたの と全 く同一

で.高 moiの時より低 moi接種時に, より強い

PV効果(NWS増殖促進増強)が見出 された . この

ことは,活性.半不活化を問わず,NWS粒子数が細

胞数に比 し著 しく少い低 moiの場合,即ち全細胞 の

感染が成立するには数 stepの増殖を必要とするよう

な場合,更に換言すれば.自家干渉がより起 り易いよ
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うな場合のPV効果が.より著明であることを示 して

いる.同時に,UV照射が進み,不活化程度が大 きい

程,即ち,自家干渉が起り易い時程.PV効果が雌著

に現われたことを併せ考えると,か ゝる自家干渉の回

復乃至減少が,前述の lag短縮の本態であろうと考

えられる.それが.何故,如何にして生ずるかを明ら

かにするには,次の別の追求が必要と思われ,将来に

残された問題である.

ひるがえって,PVのか ゝる効果を示す活性因子 の

本態を中心に.PV側 より本現象を眺めてみると.

こ にゝも様々の問題がある.例えば.PVサ ンプルの

至適濃度についてみると, (10~2)稀釈添加で最 も高

い増強効果を示 した.この場合 (10~1) 添加での効果

が低いのは,PV(10~1) サンプル中に含 まれるコウ

シ血清(0.2%)がもっ NWS増殖抑制効果が,より強

く現われた結果,PVの効果が相殺されたことによる

と思われた.また.この NWS増殖増強活性 は,PV

の4B5-6株以外に SE株にも認められたが,PVと

同じ条件で増殖させた Cow poxvirus(CPV)に

は全くみられず,また PV増殖母体となったマウス

胎児初代培養 (ME)細胞自身の培養液 (CMofME)

にも陰性であった.しかも,このような PV サ ンプ

ル自身は,NWS増殖の母体であるG2細胞の増殖維

持に何の影響も与えず,G2細胞における NWS増

殖過程に特異的に働く活性を有 していると考え られ

た.たゞ,その活性は,常に PV感染価 自身より遥

かに低かった.

かくて.PVサンプル中の NWS増殖増強をきたす

活性因子が,PV粒子自身か否かが問題になり,我 々

もその追求に努めた.その結果,抗 PV 血清 による

中和.UVによる PV粒子の完全不活化,超遠心 に

よるPV粒子の完全除去やモルモット赤血球吸着 によ

る PV粒子の一部除去などでも,上述の PV 活性 は

何ら消失せず.更に,PV粒子自身 (活性.不活性 を

問わず)と考えられるHA活性9)10)の低い PV 感染初

期のサンプルの方が,むしろ NWS増殖活性が高い

ことなどからみても,PV感染の比較的初期にME細胞

が産生するPV特異的かっ非ウイルス性の by･pro一

kductであることが確認された.更に トリプシン処理効

果の結果から,活性物質は蛋白であることも明らかに

された.

このように,あるウイルスが感染することにより,

細胞が産生する非ウイルス性のウイルス増殖促進因子

としては.既に幾っかが知られている.即ち,加藤ら

ll)12)と岡田13)の -.enhancer",Isaacs ら14)の ..bloc･

ker",太田75)16)の -1nterferondepressor…(ID),
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Chany らI7)18)の ''stimulon"などがそうで. 他

にらt-Interferonantagonist"19)-21)(IA)とか.''Tis･

sue antagonist ofinterferon"20)22)(TAI)が報

告されている (Table7).

これらウイルス増殖を促進する非 ウイルス性の物質

は,その作用機作からおよそ･2っに大別できる.1っ

は enhancer,blocker, ID などで, 共に inter-

feron(IF)の産生を抑制する作用14)16)23)を もっている.

これらは,何れもウイルス感染後,IF産生に先立って

産生されるが,一面 IF活性も有 し,その IF産生阻

止能をみるためには,IF産生能の高いウイルスによ

るIF産生が.これらサンプルを加えることにより,ど

の程度減弱されるかをみる間接的な方法 に頼 ってい

る.今一つは, stimulon,IA,TAlなどで, これ

らの物質は IFの産生を抑制しないが,IFの作用と括

抗するという.19ト2日24)25)(IFを直接中和するのではな

く,作用点も異なる.)従って,これらによるウイル

ス増殖促進は, stimulonの例のごとく.IF産生 の

少ないウイルス-細胞の系ではその効果は著明である

が,IF産生の高い系では効果が相殺されるため,その

効果を見出すのは容易ではない.本報告に述べた PV

の NWS増殖増強活性の本体は,不活化または半不

活化 NWSによる細胞性自家干渉回復に常 に作用す

ること,また,PVおよび NWSとIG2細胞の系は,

IF産生がないか,もしくは極めて低いと考えられる系

であることなどから,おそらくは,第2のグループに

入れられると思われる.しかしながらこの点に関して

は.今後高力価の IFを用い,実際に括抗作用がある

かどうかを確認する必要があろう.

これらウイルスの増殖増強活性を有する幾っかの物

質の性状を,まとめて Table7に示 した. これ らの
物質の共通性状 としては,超遠心で も沈降 しない

non-viralfactorであること,非透析性で,pH2.0で

安定.そして核敢分解酵素では失活 しない点などがあ

げられるが.これらは同時に IF にも共通 した性状26)

､28)でもある.たゞ,熱抵抗性,抗 ウイルス血清 や蛋

白分解酵素に対する態度は,個々により若干異なって

いる.blocker,enhancer,ID.および TAIは,

熟に安定で.抗血清で中和されず, トリプシン処理に

も抵抗性を示す.しかし stimulonは,熟 に弱 く,

抗血清で申和され.トリプシン処理で失活す るなど.

や 異ゝなった性状をもっている.また IA は トリプ

シン処理で若干失活 し,IFが トリプシン半感受性 (ペ

プシンには高感受性)であるのと比べると. IA は

blockerなどと IFの中間的性質を有 している. こ

れら諸性状を比較検討すると,我々の PV サ ンプル
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Table7.Propertiesofnon･viralfactorsthatenhancevirusgrowth

Factors Production(ceHsinfectedwith) 【F syste

mBlocker(Isaaci,et d.C.e.; iChVi
nCEⅠal_,'66) ⅠⅤ(B),NDV,FPV.

dc.e.;Enhancer(Kato, ⅠⅤ

(A),PⅠⅤ-eta1.,'65)InterferonDepressor(ID)(Ohta,'67) PⅠⅤ-1,ⅠⅤ(A)d.C. e .; i

nCAM】 N DV u,PlV -1,ND V linCEFVS

V inLEF MengoVT issueAnt

agonist norma loflnterferonp(T
AI)humanamnitti(Foumier,e

ta1., orchorionic'68).InterferopAntagonlSt(ⅠA) rL

e二 nveHEK;Ad12ME;PV(Truden,etal"'67)Stimulon (Chany,.etal.,'65)NWSenhan
cing 岳 inEAT

ⅠⅤ(NWS)ifactorbyPV

G2Ⅰnterferon(ⅠF) CAM;(Ⅰsaacs,
etalH'57) inactiVatedⅠⅤ(A)I ⅠnactiVationby Ⅰnhibitionoft

neutrali一zation trypsln ⅠF lF～n) withanti-VlruSSerumtreatment

ip当I】工

】】 actio

n5ら l1i li I+++ -?+

partiallyIV(A)or

(B):ⅠnRuenzavirusA orBtype PIV･1:Parainfluenzavirustype1;NDV :NewcastleDiseaseVirus;F

PV :FowlPlagueVirus;ChV :C

hikungunyaVirusVirus;Ad-12:Aden

ovirustyped･C･e･1:developing
c,hickembryos;;CAM :Chorioallan

toicmembraneAscitestumorcells;HEK :Human

:RatEmbryonalKidney

cells;ME:G2cells中の活性因子

は,IA乃至 IFに輯似 した性状 といえよう(Table7).Truden ら19)の報告によれ

ば,NDVを L細胞 に感染 させて得た粗 IF サ ンプルの中 に

は, トリプシンで不活化され,核酸分解辞素では分解

されない IAが混在 してるという.またPaulin

ら29)は,PV感染マウス胎児細胞にウイルス蛋

白以外の新蛋白が合成されることを免疫学的な方法で確認 して

いる.これらの事実は,我々がこゝに示 したような活

性因子が存在 し得る可能性を強 く示唆 しているものといえる

.これらの活性物質を トリプシン感受性で分 け ると, ;VSV :VesicularStomatitis

12;PV :PolyomaVirus.CEF

:ChickEmbryo Fibroblast;L
:L cells;EAT :EhrlichEm

bryonalKidneycells;REK:Mouse

Embryonalcells;G2抵抗性のグループには

, blocker,enhancer,ID.TAI などが. 感受性のグループには, stimulo

n ,IA ,そして我々のPVサンプル中の活性因子な

どが入る.前者は.各々その性状が極めて頬似 しており

,かつ IF産生を抑制することからみると,TAIのよ

うに,本来正常な細胞にあるも､のなのではなか ろ うか

.これに対 して,後者は, stimulonの特殊

性 (抗 ウイルス血清で中和され,熱に不安定)を除 け

ば,IAに似ている.この性状はまた作
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今日までウイルス感染によって起きるのではないか

と考えられてはいるが,その病因 ウイルスの分離され

ていない例は数多い.これらの場合のウイルス分離に

は.多 くの有効と思われる方法が駆使されてい るが ,

上述のごときウイルス増殖促進物質を用いるのも一つ

のアプローチであろう.また Chany らは, マ ウス

やヒトの肉腫組織の中には.IA活性 を有 す る物質 が

産生されていると報告 している20)30)が.これ は腫場の

進行にこれら物質が関与 していることを示唆 し,か ゝ

るIA物質の単離,作用機作の解明も,将来甚 だ興味

深いものといえよう.

総 括

Polyomavirus(PV)サンプルの存在下で,Influ-

enzavirus:NWS株のC2細胞における増殖増強

の機作について検討を試み,次の結論を得た.この実

験では,特に感染陽性細胞数を示す HAD % .培 養

液への産生 NWSのHA価および plaqueassay に

よる感染価AIl定が多用された.

1.PV の NWS増殖過程に及ぼす影響.

1)NWSのG2細胞への吸着 には何 ら影幣が な

い.

2)高 moiNWSの l段増殖では,PVの影幣 は

ない.低 moiで.2段以上の増殖をさせると,PV添

加のない時は,第 2段階の増殖開始までに,著明な増

殖の 1agがみられた.この lagは,PV存在 で消失

し,増殖過程が24問前後短縮されて,結果的3=は増殖

促進となって現われた.

3)UV半不活化 NWSの増殖において,PVの促

進増強効果 (自家干渉回復効果)は,2)とよく似て,

NWSの moiが小さい場合. 更 に新著であ った.

moiが高い場合には,自家干渉が強すぎて.PVによ

るその回復は弱かった.

2.PVサンプル中の NWS増殖増強を示す活性 因

子について.

1)増強活性は,PVの4B5-6株のはか SE株 で

もみられたが.Cow pox virusなどにはみ られ

ず,PV樽異的と患われた.

2)PV感染後 2日目の HA価の低い PV サ ンプ

ル (PV2d)の方が.HA価のはるかに高い10日目の サ

ンプル (PVlD.)より増強活性が強 く.対照 の非感染

マウス胎児細胞の培養液は,か ゝる活性を示さなかっ

た.

3)このPVサンプルは.NWSの増殖母 休細胞 で

あるG2細胞の増殖や維持に.何 ら影轡 しなかった.

4)増強活性因子は,105,000g,2時 間超遠心 の

133

上清に存在 し,熱に比較的安定 (560C30分 で不活化

されず,100oC10分で不活化)で,非透析性 .UV や

pH2にも安定,抗PV血清で中和されず, トリプ シン

により失活する性状を有 していた. これ らの性状 か

ち,活性物質はPV感染マウス胎児細胞で産生 され る

非 ウイルス性のある種の トリプシン感受性の蛋白と結

論された.

この稿を終るにあたり.御指導と御校閲を賜った波多

野基一教授に深甚の謝意を蓑すると共に.御助言をい

た いゞた教室の諸先生方に感謝の意を表します.

文 献

1)Kimura.N.:金大がん研年報,1,267

(1967).

2) 木村晋亮 :十全医会誌.84,103(1975).

3)Jawetz,E.,Melnick,∫.L.& Adelberg,E.

A.:Review ofMedicalMicrobiology.p.Sol.

Tokyo,Maruzen Asian Edition,1972.

4)Hatano,M.& Morita,0.:Arch.Ges.

VirusforschH 20,305 (1967).

5) 井上幸重.奥村秀夫 :組織培養 一基礎 と応用 -

(中井準之助 ら編)p.77,東京,朝倉書店,1964.

6) 須藤恒久 :ウイルスと疾患 (甲野礼作 ･石 田名

看堆編)p.132,東京卜朝倉書店.1969.

7)Yamada,T.& Hatano,M.:GANN,63,647

(1972).

8)Hallauer,C.& Konauer,G.:Arch.Ges.

Virusforsch..15,433 (1965),

9)Eddy,B.E.& Stewart,S.a.:can.Cancer

Conf..3,287(1959).

10)Crawford,L.Ⅴ.:Virology,18,.177

(1962),

ll)Kato,N.,Okad払 A.& Ohta,F.:Virology,

26,630(1965).

12)Kato,N..Okada,A.& Ohta.F.:Arch.

Ges.Virusforsch.,17,631(1965).

13)岡田章子 :ウイルス,15,55(1965).

14)Isaacs,A.,Rotem,Z.& Fantes,K.H.:

､Virology,29.248(1966).

15)太田不二人 :ウイルス,17,90(1967).

16)太田不二人 :ウイルス,17.96(1967).

17)Bmilovsky,C.aChny,C.:Compt.Rend.

Acad.S°i.,260,2634 (1965).

18)Chny,C.ABrailovsky,C.:Compt.Rend.



134 木

Acad.S°i..261,4282(1965).

19)Truden,∫.L.,Sigel,班.M.& Dietrieh,

L.S.:Virology,33,95(1967).

20)Chany,C.,LemAitre,∫.,Galliot,tl.,RenArd,

N.,Moreau,M.C.,Rousset,S.良Fournier,F･

:PerspectivesinVirology,8,111(1971).

21)GaIIiot,B..Moreau,M.C..Renard.N.a

Chny,C.:Proc.Soc.Exp.Biol.Med..142,

266(1973).

22)Fournier.F.,Rousset,S.& Chny,C...

Compt.Rend.Acad.S°i.,266,2306(1968).

23)Kato.N.,Eggers.H.J.,Ohta,F.& Ko-

bayaShi,T.:J.Gen.Viro1.,5,195(1969).

24)Chany,C.& Brailovsky,C.:Proc.Nat.

村

Acad.Sci..57,87(1967).

25)Chany.C.& Brailovsky,C.:Perspectives

inVirology,5.107(1967).

26)Lindenm8nrL.I.,Burke,D.C.良 Is組CS,A.

:Brit.I.Exptl.Patho1.,38,551(1957).

27)Burke,D.C.良tSaaCS,A..:Brit.J.Exptl.

Patho1.,39,78(1958).

28)IsaACS,A.& Burke,D.C.･.Nature,182,

182,1073(1958).

29)Paulin,D.,Perreau.J.& Cuzin,F.:J.

Viro1.,13,699(1974).

30)Chany,C.& Robbe-Maridor,F.:Proc.

Soc.Exp.Biol.Med" 131,30(1969).

Abstract

Themultiplicationoflnfluenzavirus(NWSstrain)inculturedcelllines,G2

cells(derivedfrom thehumangiantcelltumorofbone),wasclearlyenhanced,when

cellswerepretreatedwith polyomavirus(PV,4B5･6strain)Or cultured in the

presenceofPV asshownin′ourpreviousreports.SincetheNWSadsorptionon

G2cellswasnotaffectedbyPV,akineticalassayoftheNWSmultiplicationin

G2cellswascarriedoutinthepresenceofPV.Itrevealedthatthelow m.o.i.

(multiplicityofinfection)ofNWSwithoutPVreproduciblybringaboutaremarkable

lagofvirusmultiplication untiltheinitiationofitssecondcyclegrowth.This

delayofgrowthwascompletely recoveredbyPV asshowninthefactthatcell

HAD%orHAUyieldincreasedlinearly.Anappearanceofthisgrowthdelaymight

possiblybeduetoacellularautointerferencecausedbyincompleteorinactivevirus

particleswhichseemedtooccurinthefirstgrowthcycleofNWSwithlow m.0.i‥

PVmightrescuethiscellularautointerferenceand resultintheenhancedmultip-

licationofNWS.Inordertoascertain theseconcepts,experimentsusingvarious

m.o.i.(S)ofthepartially'inactiveNWSirradiatedbyultravioletweredoneinthe

presenceofPV.TheyshowedmoredemonstrablerescuesbyPVthanthoseobserved

intheloか m.o.i.ofactiveNWS.

TheactivityofPV samplesdid notaffectthegrowthorthemaintenanceof

G2 ce11S.However,itwasPV specific,becausenoactivities were observed in

Cowpox virussamplesorculturemediaofmouseembryonal(ME)cellsprepared

similarlyasPVsamples.PVsamplesharvestedat2daysafterPVinfectionshowed

strongeractivitythanthatof10days･samples,whileliAUwaslowerintheformer.

SupernatantofPV samplesultracentrifuged,inwhichPV particlesseemedto be

free,stillshowedastrongactivity,inspiteofitsnegativeHAU.Itsactivityremained

unchangedafterneutralizationwithanti･PVserurh.Thisactivefactorswereresistant

toheating(56oC,30m.)ortreatmentatpH 2.0andnotdialyzable,butinactivated

bytrypsintreatment.From theseresults,itwasconcludedthatactivefactorswere

non･viralsubstancessensitivetotrypsin,whichwereproducedinthePV-infected

MEcellsandabletoactontheG2cellsinfectedwithNWS.


