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孵化鶏卵培養によつて,肝 炎患者材料より肝炎ウ

ィルスを分離する試みは,既 に村上等により行われ,

しかも分離ウイルスの諸性状に就ては,報 告された

所である1) 2) 3).之 等の研究は,総 て動物の組織(臓

器)若 くは発育鶏卵を宿主とするものであつたため,

肝炎ウイルスの性質上,徒 に複雑な手段を要 し,詳

細にその性状を把握し難い憾があつた.

最近に至り,従 来の動物体を借りて行うウイルス

の研究の簡易化を図る意味か らDulbeccoの 単層細

胞及びその消化による遊離細胞浮游液4) 5), Hela細

胞6) 7) 8) 9), L細 胞14) 15)等 が用 い られ,他 に本来の

遊離単一細胞を宿主とするウイルスの研究 には,

 Ehrlich腹 水癌細胞10) 11) 12) 13),吉 田肉腫細胞等が利

用せ られ,ウ イルスの増殖形式を検討する試みとし

て。大きな効果を挙げていることは周知の事実であ

る.

著者は分離した肝炎ウイルスを用い,第 一編に於

ては,ウ イルス学的性状と血清学的性状を詳細に検

討 したが,本 編に於ては,之 等肝炎ウイルスの増殖

様式を窺う目的で, Ehrlich腹 水癌細胞及び組織培

養の容易 に出来 るHela, L,人 羊膜等の細胞を用

い,実 験を行つたので,茲 にその大要を報告する.

実 験 材 料 及 び方 法

供試ウイルス　 実験に用いた肝炎ウイルスは,

既に村上等により分離され,孵 化累代により保存さ

れている石原,小 川株No. 7, 8株 及び著者の新に

分離 して用いた春名,円 原の諸株で,実 験に用いた

のは,総 て精製肝炎ウィルスとして保存中のものを

使用した。

実験方法: Ehrkkeh癌 細胞を,マ ウスの腹腔内

に接種 し,罹 患せしめておき,肝 炎ウイルスを夫々

0.3ml宛 接 種 して観察し7～9日 経過後マウス1の

頻死期に至つた時期に,腹 腔液,肝 臓を夫々採取し.

腹腔液はそのまま,肝 臓は生理的食塩水(pH 7.6)

を添加し, Homogenizerで よ く細砕 し, 10%乳 剤 を

得, 1,500r. p. m. 5min.遠 沈 上清 を次代接種材

料に用いた.腹 腔液は塗抹標本によ り, Giemsa染

色を行い,観 察し,更 に他に肝臓を中心とする病理

学的変化によつてウイルスの増殖を窺い累代10数 代

を重ねた.

組織培養:培 養液としては次の組成によりなる

培地を使用した.

Nacl 7.18gr, KCl 0.4gr, Cac12 0.2gr, 

NaH2PO4 0.152, Dextrose 4.5g, NaHCO3 

1.1g, Aq. dest. 700ml

以 上 を混 和 溶 解 し,更 に 蒸 溜水 を 添加 して1,000

mlと す る.更 に 予 め 使 用 前 にSeitz E. K.に よ

り濾 過 し て お い た 牛 血 清 を20%に 添 加 して 用

い た(YLE培 地).な お使 用 に 際 して はPenicillin

 100u/ml, Streptomycin 100μg/mlを 添 加 して 使

用 した.

之 等 各種 細 胞 の培 養 には,小 型 角 瓶 を用 い, 4～

5日 培 養 した後,旧 培 養 液 を 除 き, Hank氏 液で 再

三 洗 滌 し, 0.25% Trygain液 を 加 え, 37℃ 10～

20分 静 置 す る と瓶壁 よ り剥離 す る。 斯 く して得 た細

胞浮 游 液 を 遠 心 器 に 移 し,ピ ペ ッ トを 用 い,細 胞

を充 分 に分 離 し,完 全 な る 細 胞 浮 游 液 と し た 後

800r. p. m.3～5min.の 遠 心 沈澱 に よ り細 胞を 集

め,上 清 を捨 て,沈 澱 した細 胞 を,新 細 胞培 養 液 に

入 れ,十 分 に 撹 伴 して,適 宜 の 稀釈 を行 い,試 験 管

に夫 々1.0ml宛 分 注(細 胞 数 約40,000～50,000

個)37℃ で 静 置培 養 を行 つ た.各 種 細 胞 と もに,

通常2～3日 に て,細 胞 の単 一 層 を得 る ことが 可 能

で あ つ た.

ウ ィル スの 感 染及 び累代:初 代 ウイル ス接 種 に

際 して は, L細 胞, Hela細 胞,人 羊 膜 細胞(以 下

HA細 胞 と略 す)と もに2～3日 培 養 の 細 胞 を用 い
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た.ウ イルス接種に当り,陳 旧培養液 を除去 し,

 Hanks氏 液で細 胞を洗滌後, 5%牛 血清加YLE

培地 を添加 して培養を行つた.第2代 以後のウイル

スの培養に於ては,夫 々の試験管内に増殖 した,細

胞を含むウイルス液を集め軽 く遠心 して,上 清液を

0.2ml宛 接種 した,累 代は7～9日 間隔で,次 代

累代を行い,そ の間培地の交換は3～4日 毎行つた.

実 験 成 績

1) Ehrlichマ ウス腹水癌細胞 に於 け る肝炎

ウイルスの増殖について

先づ癌細胞腹水の一定畳を接種され約10日 経過し,

腹水の充分に潴溜したマウス4～5匹 より,腹 水を

採取してpoolし た後,滅 菌食塩水(pH 7.6)で

10倍 稀釈したものにζ,精 製肝炎ウイルスの各株10.2

稀釈液同量を混合 し, 37℃ 30min.孵 卵器中に保

ちおき,新 に準備 したマウスの腹腔内に0.25ml宛

接種 した. 7～10日 後その旗水を採 り, 1,000r. p. m.

 10min,遠 心 した上清を用い,他 のマウスに新に接

種 し,肝 臓を中心とする病理学的変化をもとに,ウ

イルスの消長を窺つた.

腹 水を接種した場合の各稀釈毎に調べた病理変化

については,累 代毎に詳細に究明したが,各 ウイル

スともに,病 変が甚だ軽度であることが認められた.

稀に小壊死巣の形成若くは軽度の細胞浸潤が見 られ

る程度で,ウ ィルスの増量は少いものと推測された.

なお同時に作製して おいた腹 水の塗抹 標本を

Giemea, Haematoxylia-Eosin染 色を行い検鏡をし

た結果,細 胞変性と判断される原形質内の空胞形成

等の所見が,一 部の細胞に認められたが,そ の程度

は弱く,又oncolytic effectも 勿 論認めるに至らな

かつた.

次 に斯るウイルスと接触させた癌細胞を接種 した

マウスの肝臓をとりpoolし た各稀釈液を,新 にマ

ウスに復原 した病理学的変化を窺うに,腹 水を接種

した場合と比較して,肝 を中心とする病変は軽度な

がら,比 較的平等に認められた.即 ち肝膿にあつて

は,限 局性の小壊死巣の形成,実 質又は間質周辺に

於ける軽度の細胞浸潤が存在し,肺 臓に於ては軽度

の胞隔炎,血 管及び気管周辺に於ける円形細胞の浸

潤が示 された。

之等の実験に於て,使 用したウイルス株,石 原,

小 用株を始め,新 に分離 した円原,春 名株等 に も

ほぼ同様な所見を得た点から,肝 炎 ウイル スは,

 Ehrlich癌 細胞を宿主とする時は,あ る程度の増殖

はあるとしても,決 して好適のものではないことを

知つた.

続 いてウイルスに罹患した癌細胞を大量に集め,

 10数 回凍結融解を行い,細 胞を破壊した後,マ ウス

に接種 したあと,マ ウスに復原して病理変化を検討

した所見に於ても,ほ ぼ岡様に病変は少 く,前 の実

験を確認 したにとどまつた.

斯 る事実よりEhrlich癌 細胞を用いて,ウ ィル

スを感染せ しめ,本 ウイルスの感染及び増殖を確め

た結果Ehrlich腹 水 癌細胞に罹患したマウスに,

肝炎ウイルスを接種 した場合,一 部のウイルスは腹

水癌細胞を宿主とする増殖はあるが,殆 んどのウィ

ルスは,マ ウスの肝に到達 して侵入増殖することが

明 らかである,結 局軽度の感染は惹起するが,好 適

の宿主ではないことを知つた.

2)組 織培養による実験

i) L細 胞における肝炎ウイルスの増殖

分譲を受けたL細 胞を用い,前 記の実験と同様に,

分離肝炎ウイルスを感染せしめて。細胞変性作用と,

マ ウスに復原して,感 染及び増殖の程度を,病 理学

的所見により綱断するζとにした.

a.実 験 には石原,小 川,原,春 名の諸株を用い

た. L細 胞のcell-Sheetを 作 つた中試験管にウイ

ルスを接種して培養 し, 7～10日 間隔で,培 地の遠

心上清0.25ml宛 を 次代接種材料として5～6代

の累代を行つた,之 の間毎日検鏡して,細 胞変化を

確めた.他 に試験管内に短冊型に切つたガラス片を

挿入して細胞を培養 しておき.岡 様にウイルスを接

種 して,経 日的にとり出 し, Giemsa染 色, Haema

toxylin-Eosin染 色を行い,細 胞の変化を窺つた.

夫 々のウイルス株を接種 して観察するに,一 般に

Fibroblast様 の菱形の細胞は,経 日とともに細胞質

突起を朱い,號 て円形化 して漸次増加する傾向を示

すが, 5～7日 に於ても少数の細胞の管壁よりの剥

離が認められるのみで,培 地の変換に伴い,も との

状態となり,激 しい細胞の剥離は認められない.之

等の細胞変化の平等に起るのは円原,春 名株に於て

著しく,石 原,小 川株に於て少い.之 の現象を若し

弱いながらも,一 種の細胞変性と解するならば,あ

る程度の細胞変性作用と推測されるが,こ の程度で

は,細 胞変性効果(cp-effect)と 評価し難いものと

判断された.

又短冊状ガラス片を用いた培養よりとり出した細

胞を,燐 酸緩衝液で再三洗滌 しMctanalで 個定し, 

Giemaa, Haematoxylin-Eoein染 色をした標本に於
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ても,対 照と比較し殆んど大差な く,細 胞原形質内

の空砲形成等が稀に認められるが,目 標にすべき一

定の変化に乏 しく,封 入体の如き存在も認められな

かつた.

b.マ ウス体内に復原した場合に於ける病理学的

変化は,一 般に累代数,ウ イルス株によつて多少と

も差はあつたが,軽 度の場合が多い.

先 に細胞変性の続いて認められた円原,春 名株は,

軽度ながら限局性小壊死巣の形成,又 は細胞浸潤が

認められたが,累 代数の長期間に亘る石原,小 用株

に於ては殊に病変は少いようであつた.

之等の実験成績は, L細 胞5～6代 に亘る所見で

あるが.細 胞の変化.マ ウスにおける復原実験の結

果では,か ならずしも好ましい宿主ではない事は明

かであり。先述の軽度の細胞変化も,将 来のL細 胞

を用いたウイルスの感染及び増殖の目標とするには,

なお検討の要があると判定された.

N)人 羊膜細胞及びHela細 胞における肝炎ウ

イルスの増殖

人羊膜細胞(HAと 略す)及 びHela細 胞を用い

た実験も,先 のL細 胞と同様に, YLE培 地 に牛血

清を10～20%の 割に添加 して用い,ウ イルス培養に

際しては,添 加する.牛血清を5%に 下げて,細 胞を

維持 し,培 地の更新は同様に3～4日 毎に行つた.

別に短冊状ガラス片を挿入 して培養 したことは同様

である.

a. HA細 胞に於ける肝炎ウイルス接種は次の如

くであつた.即 ちHA細 胞 を試験管内に分散せし

めて,静 置培養を行うに,凡 そ2日 にして,細 胞の

単一層が得られるので,維 持培地に移 して,ウ イル

スを接種して毎日細胞の変化を観察 した.

実験に用いた石原,小 川,円 原,春 名の諸株に於

ては,夫 々の累代に伴い細胞の変化は極めて緩徐で

はあるが,一 様に認められた.即 ちウイルス接種後

3日 前後より,部 分的に小形の円形細胞が,細 胞質

に附着した如き形で現われ。経日とともに次第に増

加の傾向を示し,部 分的には多数集合した状態で,

輝 くように認められ,平 等に細胞の構造が見え, 5

～7日 に於ては内部構造は不鮮明となる.爾 後7～

8日 にして,漸 次細胞の管壁より離脱するが,急 激

ではな く,極 めて緩慢である. 10日 に至つても,全

部の細胞が剥離することは殆んどないが,細 胞間に

隙間が生じ,同 様の円形細胞が,集 合した形で残存

する.若 し3～4日 毎に培地の更新を行わない場合

は以上の変化は更に著明となる.斯 る細胞変化に伴

うPAの 低 下 は, pH 6.5～6.8程 度(7～8日)

にま で 至 る よ うで あ る(第1表).

第1表　 肝 炎 ウイル スのHA細 胞 に

封 す る態 度

斯 る細胞変化を,短 冊状ガラスに附着した細胞の

検鏡により確めた結果,円 原,春 名,小 川株に於て

は. 7日 培養に於ては,概 ね核は圧迫され偏在する

例が多 く,原 形質は空胞変性若 くは更に進んで網状

を呈する場合があり,又 殆んどの場合Eosinに 好

染する顆粒状物質が存在することが認められた.

一般に之等の所見は,各 累代に於て認められた事

実から,肝炎ウイルス特有のCytopsthogenic effect

(以下Cp-effectと 略す)と 判断された.

次 にHela細 胞を用いた場合では,殆 んど同様の

所見が認められたが, HA細 胞に比 して,円 形細胞

の増加が少 く, Cp-effectは やや軽度であることが

認められた.

なお斯るCp-effectを 目標 に してTCID(組 織

培養感染価)を 測定するに,春 名,円 原株がやや高

く10-6.4～10-7.2を 示 し,石 原,小 川株ではやや低

く10-5.6～10-6.4を 示 した。

b. HA細 胞を6代 通過したウイルス株を用い,

マウスに復原を行つた場合,先 の実験と同様に病理

学的変化は,一 様に軽度であつたが,夫 々細胞浸潤

等の所見が認められた.こ の病変はマウスの累代に

於て認められた病理所見と比較して極めて軽度なこ

とが指摘された.

斯 るCp-effectが, HA細 胞に対して毎 時平 等

に発現するとなれば,肝 炎ウイルスの性状も明瞭な
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形で把握出来ると考え,著 者が第一編に於て行つた,

肝炎ウイルスの特性として,殊 に重要と判断された

一般ウイルス学的性状 を
, Cp-effectを 目標にして

比較検討を行つた.

耐 熱性試験:熱 に対す る低抗 性については

Havens以 来,殊 に肝炎ウイルスの特性と注目され

たが.耐 熱に関する報告は総て,判 定に対する方法

が区々であつたがために,確 実な結果が得 られてい

ない.分 離 した肝炎 ウイルスについては,既 に時

末20),鈴 木21)の 報告があつて,マ ウスに示す病理

学的所見より判定して抵抗の限度を70℃ 30min.

と示 した.

著者はHA細 胞に増殖 したウイル スをpoolし

て,第 一編に行つたと同様に,夫 々の温度により熱

処理を行い, HA細 胞の増殖 した各試験管3～4本

に0.1ml宛 接種して, 14日 に亘 り観察を行い,そ

の間3～4日 毎に培地の更新を して, Cp-effectを

調べ,そ の限界を求めた.

実験成績 に於 ては,用 いたウイルス株ともに,

 56℃ 30min.の 加熱に対 してよ く抵抗す るが,

 60℃ 30min.で は 可成りの傷害を受け, 65～70℃

に於て殆んど抵抗せぬ事が, Cp-effectに よ り判断

された.特 に56℃ 30min.加 熱 に対 して, Cp-

effectは 可成り著明に, 5～7日 に発揮されたこと

が注目された.こ の結果は,マ ウスに示す病理所見

による判定と可成 りの一致を示すことが認められた

(第2表).

第2表　 温熱に対する抵抗試験

註: i)一 群HA細 胞3～4本 を 用い た.

ii)ウ ィ ル ス稀 釈は10-2を 用 いた.

iii)(〓)～(-)Cp-effectの 程 度 を示 す.

濾 過試 験:先 の 耐 熱 試 験 と同 様 に, HA細 胞 に

増 殖 した ウ イル スの 濾 過 を行 つ た 成 績 で は, Seitz

 E. K.及 びBerkefeld Nを 容 易 に 通過 す るこ とが

明 か と なつ た.之 等 の 濾 過 管 を通 過 す る こ とに よ り

ウ ィル スの 減 少 は 見 られ たが, HA細 胞 を 累代 す る

こと に よ り恢 復 し, HA細 胞 に 対 す るCp-effectが

発現 したことで濾過性と判断された.

エーテル抵抗性 エーテルとウイルス感染HA

細胞10-2稀 釈液と同量を混和よく振盪し, 4℃ 24

時間保ち,滅 菌シャーレ内に拡げ,エ ーテルを飛散

せしめた後, 1群3本 宛のHA細 胞に0.1ml宛

接種した結果,依 然細胞変性は発現 しエーテル処理

による不活化は認められなかつた.

第3表　 各種細胞の肝炎ウイルスに

対する感受性

総 括 及 び 考 按

肝炎患者材料より分離 したウイルスを用い,各 種

の遊離細胞即ちEhrlich腹 水 癌細胞と,他 に培養

に容易なL, HA, Flala細 胞等に対する感受性を

窺つた.

ウイルスが斯る遊離細胞に侵入増殖するに伴い,

寄生組織細胞が変性を招来し,崩 壊するに至る事実

は既に認められている16) 17) 18) 19).又 この細胞変性作

用は,ウ イルスの種類によつても異 り,全 く細胞障

碍作用を示さないで経過する場合もある.

著者は肝炎ウイルスが若 し斯る各種細胞に対し感

受性を示すとすれば,今 後のウイルス学的研究も簡

易化されるものと推測して,実 験 を行つた,既 に

Cp-effectを 発揮するウイルスに就ては,大 いに研

究が進められているが,こ れは感染の目標ともなり,

増殖形式を窺うに重要な標識となるからである,著

者の鼠的も結局はCp-effectを 発揮する細胞の探

索にあつた.

実験成績では, HA細 胞を用いた場合のみ,一 応

Cp-effectと 判 断すべき所見を得たが,他 の既知ウ

イルスの場合のCp-effectと 比 較 して,細 胞変化

が緩慢であり,又7～9日 にして漸次発現する等の

所見であつて,著 明でない感もあるが,本 実験の観

察は,ウ イルスの累代が5～6代 と若 く,固 定した

変性作用と判断すべきか,ど うかに疑問がある.又

ウイルス株に より,.こ のCp-effectに やや差異が



流行性肝炎の病原体に関する研究 233

見られる点があるが,先 づ各累代毎に一様に発 現す

る事実から,可 成り信頼するに足る所見と推測され

る.

次に斯るCp-effectをHA細 胞に対する肝炎ウ

イルスの感染標識として,特 に重要な性状とされる

耐熱性,濾 過性,エ ーテル抵抗性等の一部の性状を

確めた.実 験の結果HA細 胞変性を利用して,充

分に性状の検討を行うことが可能であることを知つ

たが,更 に多数のウイルス株についても検討の要が

あるものと推測される.

結 論

孵化鶏卵培養により,肝 炎患者材料を用いて分離

したウイルスの,各 種の遊離細胞に対する感受性を

窺つた結果次の結論を得た.

1)実 験に用いた各種 の遊離 細胞殊にEhrlich

腹 水癌細胞では,認 むべきウイルスの感染及び増殖

は少 く,培 養 したL細 胞に対 しても,感 受性は極め

て低いものであつた.

2)人 羊膜細胞に対しては,注 目すべきCp-effect

と推 測すべき所見を得た.実 験に用いたウイルス株

がほぼ同様な細胞変性を発揮する事実か ら一応の

Cp-effectと 評 価し得るので,本 ウイルスの性状中

重要とされる耐熱性,濾 過性エーテル抵抗性につい

て, Cp-effectを 目標にして吟味した結果,先 の第

一編の所見と可成りの一致を示すことが認め られ

た.

終 りに当り,御 指導と御教示を得た恩師村上教授

に深謝する次第である.
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Some properties of the hepatitis virus were reported already in part I. The author studied 
further the pathogenicity of the virus to single free cells. The virus used in this study was 

isolated from hepatitis patient and cultured in the chorio-allantoic cavity of chick embryo. 
and the following results were obtained.

1) The infection and the proliferation of the virus were scarcely found on various single 
free cells used in this study: this could be said especially in the case of EHRLICH's suites 

tumor cells. The same findings were also obtained on the cultured L-cells.
2) The hepatitis virus used in this study caused the changes what could suppose as 

Cp-effect. This concept was thought to be valid, since this virus could cause almost identical 
degeneration of cells. Then, the virological properties of the virus, i. e. heat-resistance, 

filtrability and resistance to ether, were studied again by the use of Cp.effect. And thers 
were found a fairly good coincidence of the resieults with the part I.


