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雑種肝細胞株における A型肝炎ウイルスの増殖
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PrererentialgrowthorHAY (hepatitisA vivus)intheprimatelivertissueisalready

known. Toobtainestablishedcelllineswithahighsusceptibility toHAY,marmoset

livercellswerefusedwithCHO (Chinesehamsterovary)orVero (aderivativeorAfrican

greenmonkeykidneycells)cellsbyacellfusiontechniquewithpolyethyleneglyco1. The

experimentyielded6hybridcelllines(C.ja/CHO-1t0-6)betweentheliverandCHOcells,

and 4celllines(S.la/Ve-1t0 -4)betweentheliverandVerocells. Hybrid celllines

obtainedwereassessedfortheirsusceptibilitybyinoculatingtwosourcesorHAY,onefrom

aninfectedmarmosetlivertissue(livertissuevirus)andanotherfrom afecalspecimenor

patient,wherethevirusgrowthwasmonitoredbyRIA (radioimmunoassy)andIFA (im一

munofluorescentantibodytechnique),givingthefr)llowingresults. 1)Of6hybridcelllines

comprisingtheliverandCHO cells,three(C.ja/CHOl1,-3,and-4)Weresubjectedtothe

HAV infectionwiththefecalvirus,wherebytwo(C.ja/CH0-3,-4)orthem werefoundto

developslgnificantactivitiesoftheviralantlgentranSientlyat10to12thpassagesofcells.

2)Or4hybridcelllinescomprisingtheliverandVerocells,three(S.la/Ve-1,-3,and-4)

wereequallysusceptibletoHAV,giving maximalactivitiesortheviralantlgenat6to8

weekspostinfection(pi)Withthelivertissuevirusandat10to12weekspiwiththe fecal

vlruS, 3)InS.la/Ve-1cells,arepresentativeofthesusceptiblehybridcelllines,passage

ofHAV wascommencedwithatenfoldconcentrateofthelivertissuevirus,resultinglnthe

developmentorplateaulevelactivitiesoftheviralantlgenat4weeksplattheinitialpassage

andat1weekpiafterthe6thpassageconsistently. 4)HAY-infectedS.la/Ve-1cellsdid

notdevelopCPE (cytopathiceffect)andcouldbesubculturedinanequaleLRciencytothat

oftheuninfectedcounterparts,retainingthemaximalgrowthofHAV. 5)InS･la/Ve-1cells,

thecellculture-adaptedHAV grew totheplateaulevelat7daysplど.∨inganinrectivityor

lO8･5TCID50/ml,wherethevirusparticleswereconGrmedinthecellularextractsinabundance
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bytheimmuneelectronmicroscopy, Takenthesefindingstogether,S.la/Ve-1,-3,and-4

cellswereconsideredtobewellsusceptibletoHAY andquiteusefulinthebasicandclinical

studiesofHAY.

Keywords: hepatitisA virus,hybridlivercelllines,marmoset,Chinesehamsterov-

arycells,Verocells.

A 型肝炎ウイルス,雑種肝細胞株,マーモセ ット,チ ャイニーズ-ムスターオバ リー

細胞,Vero細胞

培養細胞を用いた A 型肝炎 ウイルス (hepatitisA

virus:HAY)増殖の試みは1940年代後半に始まる1㌦

しかし,当初の試みではウイルス増殖追跡の手法が確立

されておらず,報告に対する評価も定まらなかった.こ

のことについて明確な結果が得られるようになったのは

1979年以来のことである.同年,Provostと Hilleman

はマーモセット肝初代培養細胞およびアカゲザル胎児腎

細胞にウイルス材料を接種,A型肝炎患者回復期血清を

用いたラジオイムノア ッセイ (radioimmunoassay:

RIA),並びに蛍光抗体法 (immunofluorescentantib-

odytechnique:lFA)により感染細胞における HAV

抗原の増生と,同抗原増生要因が培養細胞を介 し継代可

能であることを明らかにした2),以降,類似の手法によ

り各種の培養細胞がHAVに感受性であることが確認さ

れている3)4)5)6)7】8). しか し.これ までに記載 された

HAV感受性細胞培養系についても,HAV実験におけ

る汎用を目的とする時,い くつかの不備が指摘されてい

る,サル腎初代培養細胞には,しば しば宿主動物由来ウ

イルスが潜在,培養期間に細胞変性を惹起する2)3)4)9)

樹立サル腎細胞株ではウイルス潜在の可能性は少ないが

HAV感受性が初代培養細胞に比べて劣る4)5)6)8日0川 1

12日 3)14).HAVの増殖は ヒト二倍体細胞でも報告されて

いるが,ウイルスの増殖速度が緩慢で収量が少ない3日 51

16日 7㌧ 最近,ヒト胎児線維芽細胞で効率のよい HAV

の増殖が報告 されたが7),細胞の入手に限界があり,帆

用には向かない.つまり,HAV研究に広 く,安定 して

使用できるウイルス感受性細胞は未だ得られていないの

が現状である.

一方,HAV をチンパ ンジーやマーモセットに接種す

るとウイルスは肝組織で効率よく増殖する18日9)20).負

疫組織学的検索によれば,主として肝実質細胞にウイル

ス抗原の集積が認められる.サル肝実質細胞は HAVに

高い感受性を示す ものと考えられる.著者は HAV 研

究に際 し,汎用に耐えうる試験管内ウイルス増殖系を開

発する目的で,マーモセット肝細胞と CHO(Chinese

hamsterovary)細胞 2日,または Vero細胞 221(アフ

リカ ミドリザル腎由来樹立細胞株)を融合,HAV高度

感受性雑種細胞株の樹立を試みた.得 られた細胞株のウ

イルス感受性,同細胞株における HAV の増殖動態,

並びにその細胞学的性状を記載,併せて本方法論の肝炎

ウイルス研究における有用性につき考察を加える.

材 料 と 方 法

1) 動物,細胞,および培養液

肝細胞供給源としてコモンマーモセット (CaLlithrix

jacchus)を ミドリ十字社 (東京)より,ムネアカタマ

リン (Shguinuslabiatus)を国立予防衛生研究所 (東

戻)をかい し加商社 (東京)より入手 した.HGPRT

(hyf氾Xanthine一郎anine-phosphoribosyltransferase)

活性欠損 (HGPRTJ)細胞株は Littlefieldの方法23)

に準 じ,CHO(Chinesehamsterovary)細胞, およ

び Vero細胞を 8-アザグアニン (20FLg/ml)存在下

で培養,採取 した.細胞培養液は リンコマイシン(20/唱/

ml;日本アップジョン社,東京)を含む D-MEM(Dul-

becc0-modified minimum essentialmedium of

Eagle;ニッスイ社,東京)を基本とし,10%および 1

%に牛胎児血清を添加 したものをそれぞれ増殖用培養液

および維持用培養液として使用 した.

2) ウ イ ル ス

使用 した A 型肝炎ウイルス (hepatitisA vims;

HAV)は顕性患者便由来の T.T.株である.ウイルス

原液としてほ 2種類を調整 した.一つは同便ウイルスを

静脈内接種によりマ-モセットを4代 (CbllithTixjac-

chus2代 ,SagLLinusmystaxl代, SagLLinusla-

btatusl代)継代 したものである.マーモセット継代

ウイルスは最終動物の肝組織を10%重量比で 0.15M リ

ン酸緩衝液 (phosphatebufferedsaline:PBS)pH

7.2に粗大切片として浮遊,ワ-リングブレンダーによ

り細切破砕,10,000回転 1時間遠心の後,上清を肝ウイ

ルスとした.因に,便 ウイルスおよび肝ウイルスの抗原
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価は ラジオ イムノアッセイ (radioimmunoassay:

RIA)でそれぞれ 8,350,および 48,881cpm (counts

perminute)であ った. ウイルス原液は使用 まで

-80oC に凍結保存した.

3) マー毛セット肝細胞の初代培養

中村らの方法24)に準 じた.マーモセ ットを麻酔下で

開腹.門脈を介し肝組織を0.05% コラゲナーゼ (I型 ;

Sigma杜,U.S.A.),4mM CaClZおよび 10mM

HEPESを含む Hanks均衡塩類溶液 pH7.2で 370C

15分間藤流,潜流後肝臓をシャーレに摘出,D-MEM

培養液に浸し,で紬切,肝細胞を遊離 した.遊離肝細胞

は同培養液に浮遊,50Xgl分間の遠心により洗浄,吹

いで増殖用培養液に再浮遊 し,プラスチック培養瓶に分

荏 (2xlO6個/5ml/瓶),5%炭酸ガス環境下 , 37oC

で培養,細胞単層を形成させた.

4) 細胞融合と雑種細胞の選択

培養 2日目の肝細胞単層に,これと同数にHGPRT~

CHO細胞,または同 Vero細胞を重層,増殖培養液を

用い混合培養とした.12時間後,同混合培養に50%.25%,

および12.5%ポリエチレングリコール (分子量 13,000-

1,600;Sigma社,または分子量 4,000;Merck社,

U.S.A.)を順次添加,各 1分間浸漬,細胞融合を誘発,

直ちに D-MEM 培養液で3回洗浄,HAT培養液 (100

JLM ヒポキサンチン.0.4FLM ア ミノプテ リン,および

16〃M チ ミジン含有増殖培養液)を加え,5%炭酸ガス

環境,37oCで静置培養した.以降.適時培養液を交換,

1ケ月間培養.次いで HT培養液 (100JLM ヒポキサンチ

ン,および 16/上M チミジン含有増殖用培養液)で 5日

間培養の後,増殖用培養液に切 り換えた.この間出現 し

た細胞コロニーは各個に分離培養 し,それぞれを独立の

雑種細胞株とした.

5) 雑種細胞の HAV 感染実験

雑種細胞の HAV 感受性試験,同細胞における HAV

の継代.並びに増殖実験は以下の手順によ-'た.雑種細

胞をプラスチック培養瓶 (培養面積 25cm2;Nunc社,

デンマーク)に培養,細胞単層とした.同細胞単層に

ウイルス原液 0.5mlを接種,5% 炭酸 ガス環境下 ,

370C2時間吸着,細胞面を PBSで洗浄後,維持培養液

5mlを加え同条件で培養を続けた.以後,HAV 感受性

試験では毎週,ウイルス増殖実験では毎日,培養瓶 2個

の内容を個別に回収,ラジオイムノアッセイ (radio-

immunoassay:RIA)により各個のHAV抗原価を測

定した.培養瓶内容は,器壁付着細胞を機械的に培養瓶

中に掻き落とし細胞浮遊液とし,同浮遊液を凍結融解 3

回,音波処理 1分の後,2,000回転10分間の遠心上清を

抗原価測定試料とした.また,培養瓶培養と別に雑種細

胞のカバース リップ培養を調整,蛍光抗体法 (immu-

nofiuorescentantibodytechnique:IFA)に供した.

細胞はレートン菅 (Leighton;Wheaton社,U.S.A.)

中のカバースリップ (培養面積 :4.5cm2)に単層に培養,

同細胞単層にウイルス原液 0.2mlを接種,以降培養瓶

と同条件で処理,培養の後.培養瓶試料と平行してカバー

スリップを回収した.回収時,カバース リップは PBS

(phosphatebufferedsaline)pH7.2に浸漬 .水冷

アセ トンで 5分間固定,風乾 した.

6) ラジオイムノアッセイ (radioimmu_

noassay:RIA)

HAV 抗原価は HAVAB-M キット (Abbott社,

U.S.A.)を用い測定した.抗ヒト IgM ヤギ抗体被覆

ビーズに HAV 抗体破 (キット陽性対照標品)を加え,

室温一晩反応,洗浄,次いで被検試料を加え,室温一晩

反応,洗浄,最後に 125Ⅰ標識 HAV 抗体液を加え,

450C4時間反応.洗浄の後, ビーズの放射活性をガン

マシンチレーションカウンターで測定 した.切捨て値

(cuto打value)は非感染対照複数試料測定値平均の 2

倍と規定,被検複数試料測定値平均がそれを超える時,

抗原価有意陽性とした.

7) 蛍光抗体法 (immunoAuorescentantibody

technigue:JFA)

アセトン固定カバースリップ培養細胞を湿室に置き,

抗 HAVサル血清 (1:5)と室温 1時間反応,洗浄,

次いで FITC(fluor･esceinisothiocyanate)標識抗 ヒ

ト･ヤギ Igs抗体液 (1:10;Boehring杜,西独)と

同条件で反応,洗浄,最後に80%グリセリンーPBS液

pH7.2に包埋,蛍光顕微鏡 (BH-2;オリンパス社,秦

戻)により鏡検した.対照試験として感染細胞の免疫前

サル血清,非感染細胞の免疫前後,両サル血清による染

色を実施,これらが非特異蛍光を与えないことを確認の

後,明確な蛍光を認めた感染細胞を抗原陽性とした.

8) 抗 血 清

抗 HAV 血清はニホンザル (MacacaftLSCata) に

より得た.同サル.体電5kg,雄にウイルス原液 10mlを

静脈内接種,4過後,同量ウイルスを同経路により追加

免疫,l過披,麻酔下心臓穿刺により採血,血清を分離,

抗 HAV 血清とした.抗血清は非働化 (560C30分)の

後,実験に供 した.抗血清抗体価は HAVAB RIA

キット (Abbott杜,U.S.A.)により1:1,000であっ

た .
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結 果

1) コモンマーモセット肝-CHO雑種細胞の

HAV 感受性

コモンマ-モセット肝細胞とHGPRT~CHO細胞の

融合により6株の雑種細胞,C.ja/CH0 -1--6を

得た (蓑1).得られた雑種細胞株はいずれも CHO 細

胞に類似 し,線維芽細胞様の形態を示した.また, C.

ja/CHO-3,および -4細胞の染色体数モードはそれ

ぞれ56,および60であり,親細胞のそれ (7-モセット

肝細胞 :46;HGPRT~CHO細胞 :21)とは明らかに異

なった値を示した.これら6細胞株の内,増殖効率の優

れた3株,C.ja/CH0 -1,-3,および -4に便ウイ

ルスを接種,IFA によりウイルス抗原の増生を検索 し

た.ウイルス抗原は継代10代目の C.ja/CHO･-3細胞

で接種 1週後,約20%の細胞に,また,継代10-12代目

の C.ja/CH0-4細胞で接種 1週後,約10%の細胞に

検出された.しかし,これらの細胞も継代を重ね12代以

降 (C.ja/CHO-3細胞),および15代以降 (C･ja/

cH0 -4細胞)では,同接種実験においてウイルス抗

原の増生は認められなかった (接種後 2週間観察).漢

た,C.ia/CHO -1細胞では継代10代目細胞を用いた

実験でもウイルス抗原の増生は検知できなかった.

表 l C.ja/CHO細胞珠の細胞学的性状とHAV感受性

細胞株 細胞増殖 染色体数 HAV抗原の増生1)
モー ド (細胞継代数)

C,ja/CHO-1 良好 NT 陰性 (10代)

2 やや劣る NT NT21

3 良好 56 陽性 (10代),陰性 (12代)陽性 (10-12代),陰性 (15代)NT

4 良好 60

5 やや劣る NT

1)蛍光抗体法による｡ 2)NT:未検｡

2) ムネアカタマリン肝-Vero雑種細胞の

細胞学的性状

ムネアカタマリン肝細胞とHGPRT~Vero細胞の融

合により4株の雑種細胞.S.1a/Ve-1--4を得た

(表 2).得られた細胞株はいずれも増殖効率に優れ,細

胞数倍増時間は約 3日で,通常の細胞培養法により容易

に継代できた.以降の実験は各細胞株,継代5-35代の

ものによった.雑種細胞株の形態はすべて両親細胞のそ

蓑 2 S.1a/Ve細胞株の細胞学的性状
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細胞学的性状 細 胞 株S.1a/ S_la/ S.la/ S.la/

Ve-1 Ve-2 Ve-3 Ve-4

形 態 上皮様 上皮様 上皮様 上皮様

染色体数モー ド1) 75 82 80 72

1)WartonとDuffの方法 (1979年)27)による｡

れの中間型を示し,透明大型の核を持つ上皮細胞様で

あったが.S.la/Ve-1,-2,および -3細胞はより

肝細胞に,また S.la/Ve-4細胞はより Vero細胞

に類似 していた (図1).染色体数モー ドは 75(S.la/

ve-1),82(S.la/Ve-2),80(S.la/Ve-3),お

よび 72(S.la/Ve-4)であり,親細胞のそれ (マー

モセット肝細胞 :46;HGPRT~Vero細胞 :93)とは

明らかに異なった値を示 した.以降の実験で, S.la/

ve-1,-3,および -4は HAV に感受性,S.la/

Ve-2は非感受性であった.

3) ムネアカタマリン肝-Vero雑種細胞の

HAV 感受性

ムネアカタマリン肝一Vero雑種細胞の HAV 感受性

を知るため.雑種細胞各棟に肝ウイルスおよび便ウイル

スを接種,RIA および IFA によりウイルス抗原の増

生を追跡した (蓑3,Aおよび B).肝 ウイルス接種群

(蓑3,A)では,HAV 抗原活性は接種 2過後 S.la/

Ve-1細胞 (RIA:1,174/IFA:1+)に,4週後 S.

la/Ve-3細胞 (1,417/1十)と S.la/Ve-4細胞

(17,639/3+)に有意に検出された.以降,これらの細

胞ではウイルス抗原活性は過を追って上昇,接種後 6週

(S.la/Ve -4:36,066/4十)ないし8週 (S.la/Ve

-1:41,605/4+;S.la/Ve13:20,890/3+)後には高

力価を呈するに至った.便ウイルス接種群 (蓑 3,B)

では,接種後 4週後 S.la/Ve-1細胞に IFA でウ

イルス抗原の増生を検出,接種8過後には同細胞 (1,993/

2+)に加え,S.la/Ve-4細胞 (19,474/3+)にも明

確なウイルス抗原の発現を認めた.しかし,当実験群で

は肝ウイルス接種群に比べ,検知されたウイルス抗原活

性が低 く,発現頻度も低率であったので,試料を各細胞

株毎,新鮮細胞に盲継代し,結果の確認を試みた.盲継

代実験では,継代 2過後,S.la/Ve-1(8,372/3+),

S.la/Ve -3 (10,543/3十),および S.1a/Ve -4

(3,589/2+)の各細胞に明確にウイルス抗原活性を検出,
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蓑 3 S.la/Ve細胞株の HAV 憩受惟

(A)肝ウイルス接柁細胞における HAV 抗原の増生

培養期間(過 ) 細 胞 株S.la/Ve-I S.la/Ve-2 S.1a/Ve-3 Sーla/Ve-4

1 837日(-)2) 313(-) 992(-) 671(-)

2 1,174(1十) 6()5(-) I,005(-) 785(-)

3 1,106(1+) 117 NT 252(-) 595(-)

4 5,961(2+) 370(-) 1,417日 +) 17,639(3+)

6 26,752(3+) 393(-) 6,869(2+) 36,066(4+)

(B)使 ウイルス接種細胞における HAV抗原の増生

培養期間(過 ) 細 胞 株S.la/Ve-1 S.la/Ve-2 S.la/Ve-3 S.la/Ve-4

2 661(-) 490(-) 370(-) 464(-)

初 代 4 NT (2+) 276 NT 334(-) NT (-)

8 1,993(2+) 159(-) 1,874 NT 19,474(3十)

盲継代3) 2 8,372(3+) 512(-) 10,543(3+) 3,589(2+)

1) RIAによる HAV抗原活性 :感染細胞抽出液0.2mゼと反応 した125I一抗 HAV抗体の放射活性 (dup】icateの平均値 )

を cpm (Countperminute)で表わ した.非感染細胞村田勘二よるカッ トオ7値は 1,OIOcpm｡

2) IFAによる HAV抗原溝性 :カバー スリップ培養感染細胞を固定後､抗 HAVサル抗体､次いで FITC標識抗 ヒ ト

Igsヤギ抗体 とFilfLJtさせた｡蛍光陽性細胞の t上iめる割合 100%､750/0､50%､250/O､および 0･5%未満をそれぞれ4+､

3+, 2十､ 1+､および - と表わLl= ｡

3) 初代 8週 日感染細胞抽出液を､プラスチ ･′ク瓶打盤は 0.5m七､カバースリップ培養は 0,2m七､それぞれの新鮮細胞

に接種 したC

蓑 4 S,la/Ve-1細胞株における HAV の継代

HAV 抗 原 活 性

代

代

代

代

代
代

代

初

2

3

4

5

6

7

8代

9代

1()代

15代

20代

1,5391)(1+)2)

5,5)91(2+)

5,250日 +)

15,516(4+)

16,ti56日 +)

25,397ト1+)

27,555(3+)

23,502(/1

42,5()2ト1+)

27,883(4+)

28,198(4+)

18,206(4+)

2,ti()7(2+)

ll,283(4+)

3,996(4十 )

23,294(4+)

2(),61()(′1+)

NTNTNTNTNTNTNT

8,33()(2+)

28,824(4+)

19,248(4+)

NTNTNTNTNTNTNTNTNT

24,776(Jl+)

24,872(Ll+)

17,723(4十)

NTNTNTNTNTNTNTNTNT

初代の接椎材料は肝ウイルスを114,OOOXg､4時間の超遠心によりIO悟濃縮 した ものであるO下線で示 した HAV 抗

原活性 を有する感染細胞柚.Lfl液を次代の接椎材料 とした｡

1) RIAに よる HAV抗原活性｡2) IFAによる HAV抗原活性oNT二末検査.詳細は衷 3番,t]11.0
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図 1 S.la/Ve細胞株の位相差顕微鏡像

(A)S･la/Vell細胞,(B)S.li/Ve12細胞.(C)S.1a/Ve13細胞,(D)S.la/Ve-4細胞.
図中のスケールは 50〟m.

さらに接種後4過後,同活性は高力価 (S.la/Ve-1:

15,674/4+;S.la/Ve-3:17,067/4+;S.la/Ve→4:

12,877/3+)を呈することを観察した.この間,S.la/

Ve-2細胞では肝ウイルスによっても,また便 ウイル

スによっても有意の ウイルス抗原の発現は認められな

かった .

4) S.la/Ve-1細胞における HAVの継代

HAV感受性雑種細胞株,S.la/Ve-1,-3,および

-4よりS.la/Ve-1を選び,同細胞によりHAVの

継代を試みた.因みに本実験では継代当初のウイルス増

殖促進を図 り,超遠心による10倍濃縮肝ウイルスを出発

材料とした.結果を蓑4に掲げる.RIA および IFAに

よるウイルス抗原活性は,初代ではウイルス接種 1過後

から有意 (RIA:1,539/IFA:1+)に検出され,按種後

4週後には RIA で cpm 値,24,776を与え,IFA で

は 100% の細胞にウイルス抗原の発現を認めた.この時

点でウイルス増殖は極閲に達 したものと解される.同時

期の感染細胞より抽出試料を調整,次代継代材料とした.

以降,同様の手順により蓑4,下線試料を接種材料とす

るウイルス継代において,ウイルス抗原活性の極値は

2-3代で接種 3週後,4および5代で接種 2週後,普

た 6代以降20代では接種 1過後に達せ られた.

5) S.la/Ve-1細胞における HAV の

持続感染

S.la/Ve-1細胞における HAV の継代実験では,

ウイルス増殖が極閲に達 した時点でも感染細胞には細胞

変性効果 (cytopathiceffect:CPE)は認められなかっ

た.当感染系では,宿主細胞の生理活性を障害すること

なく.HAVの持続感染が成立しているものと解される.

この可能性を蓑 4,ウイルス継代 2代目3過の感染細胞

を出発材料とし,同細胞を 1週毎 3倍に増殖継代し,継

代培養細胞におけるウイルス抗原を追跡することにより

検討 した.RIA による結果を蓑5に示す. 感染細胞は

非感染細胞と同等の増殖効率を示し,通常の培養法によ



52 新潟医学会雑誌 第 101巻 第 1号 昭和62年 1月

蓑 5 S.la/Ve-1細胞における HAV持続感染

細胞継代数 HAV抗 原 活 性
継代後1過 継代後2週

1代 25,2541) 28,422

2代 15,898 18,534

3代 24,749 24,509

4代 21,133 19,824

5代 10,737 NT

6代 32,700 NT

7代 12,876 NT

8代 24,459 NT

9代 35,256 NT

10代 35,274 NT

15代 22,851 NT

20代 20,225 NT

25代 24,545 NT

30代 10,765 NT

35代 18,413 NT

プラスチック培養瓶に培養したHAV感染細胞を､

EDTA-トリプシンで分散､増殖用培養液を加え､同サ

イズ培養瓶 3個に均等分散培毒した｡ 1週後､2個は

RIAによるHAV杭慌活性測定に回収､残余 1本は上記

同様に増幅継代した｡1)RIAによるHAV抗原活性(2

試料の平均値､cpm)｡ 非感染細胞対照から計算したカ

ットオ7値は 932cpm｡ NT:末検O

り容易に継代できた.継代感染細胞のウイルス抗原活性

は,多少の変動はあるものの,初代から35代まで cpm

値,1-3×104台を示した.感染細胞は極閥レベルのウ

イルス増殖を維持しながら継代されたものと思われる.

この点につき.継代 1-4代において一部の細胞の培養

を継代 2過まで延長したが,一週間培養のそれに較べ,

ウイルス抗原活性には有意の変動は認められなかった.

6) S.la/Ve-1細胞における HAV の増殖

S.la/Ve-1細胞における HAV増殖の詳細を知る

ため,蓑 4.ウイルス継代 9代目感染細胞の抽出液を

S.la/Ve-1細胞のプラスチック瓶培養およびカバー

スリップ培養に接種,ウイルス抗原の増生を RIA,並び

に IFA により追跡 した (図 2).RIAではウイルス抗

原活性は接種 2日後より発現,以後次第に増強,接種 7

日後には平衡値,2×104台 cpm 値に達した.IFA で

もウイルス抗原陽性細胞の割合は,RIA による抗原活

性と並行 して増加,接種 7日後には 90-100%の細胞が

特異蛍光陽性となった.ウイルス増殖の極期 (接種 7日
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図 2 S.la/Ve-1細胞における HAV 増殖動態

表3,9代目1週の感染細胞抽出液をプラスチック瓶お

よびカバースリップ培養S.la/Ve-1細胞に接種,逮

日回収し,それぞれ RIA,IFA に供 した.図中の矢印

は稀釈終末点法により感染価を測定した試料を示す.感

染細胞抽出液の10倍階段稀釈列をつ くり.各稀釈列の
0.1mlを S.la/Ve-1細胞の96穴マイクロプレー ト

(Corning杜,米国)培養 5穴,チェンバースライ ド
(Miles社,米国)培養 3穴に接種 し,37oCの炭酸ガス

培養器で3週間培養の後,回収.マイクロプレー ト培養

は RIA により,チェンバースライド培養は IFA によ

り HAV 抗原活性を検索 した,TCID50(50% tissue
cultureinfectiousdese)は,各稀釈の HAV 抗原陽

性率から Reedと Muenchの方法 (1938年)28)により

計算した.両測定法とも,108･5TCID50/mlの感染価を

示 した.●:RIA による HAV 抗原活性 (cpmxlO~4)

○:蛍光陽性細胞比率 (%).

級), ウイルス抗原は細胞質内,殊に核周辺部に点状,

または,粒状の蛍光の集積として観察された (図 3).

また,接種 7日後の感染細胞については,その抽出液を

対象としてウイルス粒子の存在を稀釈終末点法による感

染価測定,並びに CsCl平衡密度勾配遠心法により確

認した (図2,矢印).稀釈終末点法による感染価は

RIA と IFAにより,共に 108･5TCID50(50% tissue

culture infectious dose)/ml と算出された.CsCl

平衡密度勾配遠心法では浮遊密度1.32g/cm3に単一ピー

クを形成する HAV 抗原値が検出され (図4),当該

ピーク分画を免疫電顕法により観察,直径27mmの均等

球形粒子多数の存在を認めた (図5).

考 案

本研究ではマ-モセット肝細胞と既存細胞株を融合,

HAV高度感受性細胞株の樹立を試みた.当初の実験で

は既存細胞株として-ムスター由来の CHO細胞を用い

た.既報251に基づき同細胞より HGPRT~変異株の採
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図 3 王･･IAV 感染 S.la/Ve-1細胞の,蛍光顕微鏡橡
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図 魂 CsCl平衡密度勾配遠心法による感染

プラスチック瓶 6個分の感染細胞をその上清とともに回

覗, 凍結融解, 音波処理, ブルオロか-ボン処理 L,

llLl.000､･Lg,▲1時間遠心胤 沈通を 1.帥1ltlH ls(ll-･･rr

().01八.:ITris-1lCIpl-17∴l溶液 (密度 1.19g/cnl､-1古 手

且 一.帖 11(｢S(｢1浴液 Ll.L19.1.ふIg/=11＼il∴車早目 .

11･1,OO11＼＼g,2釧川 ]遠心 しだ. TJv)両言1O0倍稀釈 し.

HAV 抗原活性を RIA で測定 した.

● :ItlA に十そ:itIA＼'f/Ltrt,;i-.:-lT,'性 叫 )m ＼､1()-り▲:浮拐酢 nil甘/(･mパ

取が容易と考えたことによる,事業,CHO細胞から81

アザグアニン耐性細胞の採取は容易であった.しかし,

同耐性細胞とマーモセット肝細胞の融合による雑種細胞

棟の内甘賂代用-ま2代の時点でウイルス感受性であった

卓､ハ し蓑1.〔'.ja/し1110 -:トトロ言ト L川l川釦 4､,ll

降の継代をこより当該感受性を喪失 した.繭細胞由来動物

種の懸隔によるものと考えられる.業際,間亜剛こ属す

るマーそセ ッ ト肝細胞 とアフ リカ ミドリザル腎由来

VeTO細胞の融合による雑種細胞株では,継代 5代の時

点で検知されたウイルス感受性は報告時点,継代35代に

到るまで安定して楳持された.

-机 まいずれも透明,大型の核を宿 し,上皮細胞様で,

肝細胞と VeTO細胞の中間形態を示 した.一部の雑種

免疫電顕像

漆とし,50班 の蒸留水に浮遊予等盛の抗 HAV サル抗

晩lli応させた後,10.000回転 1時闘遠心,沈溝を50/LLtl)
蒸留 水に再浮遊し,電鋸 でII-J卜に載せ. 2㌦ r)ン醗 'J

ンダステン教で陰性艶色 し, 電顕観察 した. 園中のス

細胞では ‡FA によ りアルブ ミン産生を認めた (成績

略 1.11AV 感受性雑種細目泡株における HAV Lll増殖効

率は,マ-をゼット肝初代培養細胞におけるそれをこ匹敵す

るものであった.Vero細胞も HAV 感受性とされ る

那,閣細胞におけるウイルス増殖は限定増殖をこ止まり,

累flこ継f~廿日村難である1ご'1こiI. て--i-七･リ卜肝-Vcro 雑

種細胞の HAV 感受性は肝細胞形質に養づ くものと考

:～_る.

マ-モ七-′卜F汗-Vero 雑種細胞LT)IiA＼:'感受廿はfHl.

煙雨ウイルスを接種柑料として検索 した.肝ウイルス接

S.la/Ve.-3および S.la/Ve-L再tlHrdがウイJL.-招;[

原陽性にな りゃ接種 6-8週後にはいずれの細胞も同 レ

ベJLL里丁溝互活性.2-･い二1OLlf~T(j')叩m 伯.をFj･.tるに

到った.この傾向は便 ウイルス接種実験で も同様であ

h.接種 Il週穐 S.1a/VtL11珊腿.接種tq週撞S.1こ1/

Ve13および S.豆a/Ve-4細胞が抗原陽性となり,

霞湛代 鍾週後にはいずれの細胞 も ま×104台の抗原櫛

(epm 髄)を与えた.ウイルス材料接種後,抗原活性発

現までの潜伏期に多少の長短はあるが,S.ヱa/Ve-1,

-3,および -4細胞は同程度にHAV感受性と解され

る書



芦田: 雑種肝細胞株における A 型肝炎ウイルスの増殖

患者検体からの HAV 分離については.アカゲザル胎児

腎細胞由来の FRhK6細胞が有用との Provostらの

報告がある26).同細胞に患者便の 4%抽出試料を接種,

継代を含め8過後,IFA よりウイルス抗原の発現を認

めたという.同じ見地からBinnらほ FRhK6 細胞を

含め各種のサル細胞を比較,HAVに対してはアフリカ

ミドリザル腎初代培養細胞 (AGMK)が最も感受性に優

れるとした41. この場合は,検体 (5,または10%便抽

出試料)接種 4-12週後に IFA および RIA により有

意の抗原活性が検出されている.先述の通り,マ-モセッ

ト肝-Vero雑種細胞による時は,10%患者便抽出試料接

種 4-8過後に抗原活性の発現を認めた.ウイルス材料

の由来を異にするため,一概の比較はできないが,これ

らの知見はマーモセット肝-Vero雑種細胞が FRhK6

細胞,並びに AGMK 細胞と同等,またはそれ以上の

HAV 感受性を具え,臨床検体の検索にも十分有用であ

ることを示唆する.

マ-モセット肝一Vero雑種細胞における HAV の増

殖動態は,S.la/Ve-1細胞により検索 した.接種ウ

イルスは同細胞 9代継代の馴化 HAV である.感染細

胞における HAV感染価は 108･5TCID50/mlであ っ

た.Provostによれば HAV 高度感受性細胞の一つ,

FRhK6細胞における馴化 HAV の増殖は接種 6日後

極閥に達し,同時期の感染価は 108TCID50/mlであ っ

たという3㌧Binnらは.AGMK 細胞 におけ る馴化

HAVの増殖を述べ,接種2遇後の感染価,106･5TCID50/

mlを報告している4).また,Vallbrachtらは HAV

持続感染ヒト胎児肺線維芽細胞における最高感染価とし

て 107TCID50/mlを記載している7). これらの実験系

では,細胞当たりの感染多重度 (multiplicity orin-

fection:MOI)が規定されておらず,したがって結果

を直接比較はできない.しかし,仮にウイルス増殖の極

期における単位面積当たりの感染価が,当該細胞のウイ

ルス感受性を反映するとすれば,S.la/Ve-1細胞の

それはこれまでの報告例を上廻る最高値を記録しており,

このことから同細胞は現時点で HAV に対 し最も感受

性の高い細胞の一つと言えよう.

HAV は培養細胞に CPEを誘発 しないとされてい

る.マ-モセット肝-Vero雑種細胞でもウイルス増殖I

に伴う CPEの発現は認められなかった.さらに,HAV

感染 S.la/Ve-1細胞はウイルス増殖極期相当の抗原

活性を保持して,非感染細胞と同等の効率で継代培養で

きた.同細胞では極聞 レベルのウイルス増殖が維持され

ながら.細胞の生理活性は損なわれることなく,持続感
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染が成立しているものと解される.同様の知見が,HAV

感染ヒト胎児肺線維芽細胞7)やアカゲザル胎児腎細胞株

(FRhK4)10)についても報告されている.両細胞ともウ

イルス増殖最盛期相当の感染価,または抗原価を保持 し

たまま継代が可能という.今回の S.la/Ve-1細胞を

含め,これらの HAV持続感染細胞はウイルスやウイ

ルス抗原の大量採取に有利である.

現時点で HAV の試験管内増殖は,主としてサル腎

初代培養細胞を宿主としている3)4)5)6)8㌧サル腎初代培

養細胞は HAV 感受性に優れるが,累代継代はできず,

また,しばしば宿主内在ウイルスの迷入を伴い実験の障

害となる2)3日 )9).加えて宿主個体の供給に限界があり,

入手が容易でない.サル腎由来樹立細胞株使用の報告4)

5)6)8日0日1日2日3日4)もあるが,初代培養細胞に比べ感受

性に劣る.既述の通り,マ-モセット肝細胞に同亜目の

アフリカミドリザル腎由来 Vero細胞を融合 ,HAY

高度感受性雑種細胞株を得ることができた.得られた細

胞株は HAV に対 しサル腎初代培養細胞と同等,また

はそれ以上の感受性を示し,通常の培養法により継代培

養が容易である.雑種細胞株は HAV の試験管内宿主

として基礎,臨床研究にきわめて有用と思われる.また,

一般に肝炎ウイルスは肝組織で効率よく増殖するが,過

常の培養細胞での増殖は難しい.雑種細胞のHAV感受

性は肝細胞形質に基づ くものと解される.肝実質細胞を

既存樹立細胞株に融合させて肝細胞株を得るという今回

の方策は,HAV 以外の肝炎ウイルスの試験管内増殖

系開発にも適用の価値のあるものと考える.

結 語

ポリエチレングリコールを用いた細胞融合法により

マ-モセット肝細胞に CHO細胞,および Vero細胞

を融合,HAV感受性雑種細胞株の樹立を試み,肝-CHO

雑種細胞として C.ja/CH0-1--6の6株.肝-Vero

雑種細胞として .S.la/Vell--4の 4株を得た.こ

れらの雑種細胞株にマ-モセット肝由来 HAV (肝ウイ

ルス)および患者便由来 HAV (便ウイルス)を接種,

ウイルス増殖を RIA および IFA で追跡,以 Fの知見

を得た.

1) 肝-CHO雑種細胞株の内,C.ja/CH0-1,-3,

および -4細胞に便ウイルスを接種,その内 2株 (C.

ja/CH0 -3,-4)に培養継代 10-12代の時点で一時

的なウイルス抗原の増生を認めた,

2) 肝-Vero雑種細胞 4株に肝および便ウイルスを

接種,その内3株 (S.la/Ve--1.-3.および -4)
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に同等にウイルス抗原の増生を認めた.ウイルス抗原活

性は,肝ウイルス接種 6-8週後,また,便ウイルスで

は継体を含め接種10-12過後,極聞 レベルに達した.

3) S.la/Ve-1細胞に10倍濃縮肝ウイルスを接種,

継代を試み,感染細胞におけるウイルス抗原活性平衡値

が継代初代で接種後4過後,6代以降では,接種 1週後

に達せられることを認めた.

4) 肝ウイルス感染 S.la/Ve-1細胞の培養継代

を試み,同細胞が極聞 レベルのウイルス抗原価を保持し

ながら,非感染細胞と同等の効率で継代可能であること

を認めた.

5) S.la/Ve-1細胞において培養細胞馴化肝ウイ

ルスの増殖は,接種 7日後平衡値に達し,感染価 108･5

TCID50/mlを与え,また,同時点で感染細胞抽出試料

に多数のウイルス粒子の存在を確認した.

以上の所見より,S.la/Ve-1,-3.および 14細

胞は HAV に高度に感受性であり,同ウイルスの試験

管内宿主として極めて有用と考えた.
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