
576. 858. 1‥578. 085. 23

犬 腎 培 養 細 胞 に よ る 麻 疹 ウ イ ル ス の 研 究

第2編

麻疹ウイルスに対する犬腎細胞と各種培養細胞との感受性

及び病理形態学的変化の比較

岡山大学医学部微生物学教室(主 任:村 上 栄 教 授　指導:俵 寿太郎助教授)

内 海 武 夫

〔昭和39年11月17日 受稿〕

内 容 目 次

緒 言

第1章　 麻疹ウイルス接種初代細胞に於ける感受

性

第1節　 実験方法

第2節　 実験成績

第2章　 ウイルス継代による感染価の移動

第1節　 実験方法

第2節　 実験成績

第3章　 各種感染細胞にみられる細胞変性効果

第1節　 実験方法

第2節　 実験成績

第4章　 犬腎細胞に於ける麻疹ウイルス増殖曲線

実験

第1節　 実験方法

第2節　 実験成績

第5章　 考 按

結 語

文 献

緒 言

麻疹 ウイル スは, 1954年 にEnders & Peeble1s)に

よ り人胎児及び猿腎細胞 を用いた組織 培養法で分離

されて以来,そ の研究方法 が確立 された ことは第1

編に述べた通 りであ るが,そ の後多種類 の培 養細胞

を用いた実験 が多 く報告 されて きた.

即 ちKB細 胞2), Hep-2細 胞3), Changの 肝細胞4),

 FL細 胞5), HeLa細 胞6), Henleお よびDenhardt

の腸管細胞7), Changの 結膜 細 胞8), Walter Reed

 AMCの 骨髄細 胞(H 946系) 9),牛 腎細胞10),鶏 胚

細胞11)及 びHogmanの 人胎児肺細 胞(Lu 106) 12)

などが その主な るもので ある.

この ように各種の培養細胞 に麻 疹 ウイル スを感染

せ しめた実験 の 目的 は,主 と して ワクチ ン製造 に対

する変異株 の探 索がその大半で あろ うが,他 方 ウイ

ルスの実験 に各種動物の諸臓器細胞が試験管 内培養

状態で使 われ る場合には,ウ イル スに対 する感 受性

が高い細胞を探求 してそれを使 用す る ことが何 より

も望 まれ るわ けであ る.こ の 目的 のために第1編 で

試みた犬腎細胞 に対 す る麻 疹 ウイルスの感染 実験 で

は,こ れが強 い感受性 を示 した.

そ こで麻 疹 ウイル スの犬腎細胞 に対す る感受性 を,

他 の培養細胞 と比較観察す るべ く,既 に感染可能 と

して報告 されてい る数種類の固定株細胞 と,未 報告

又 は感染不 成功 として報告 されて いる数種類 の培養

細胞 につ いて比較 感染実験を試み たので,こ の結果

につ いて報告す る.

第1章　 麻疹 ウイルス接種培養細 胞

に於 ける感受性

第1節　 実験方法

使 用麻 疹 ウイル スは, FL細 胞系 及び 犬腎細胞系

で継 代 して いるEdmonston株 で あ り,使 用細胞種

は. FL細 胞, HeLa細 胞, L細 胞, MS細 胞及び

JTC-3細 胞13)の 固定株細 胞 と,余 が分離継代中 の

犬 腎細胞及びハ ムス ター腎細 胞で ある.そ して これ

らの細胞数 が,ウ イ ル ス接 種 時 に 全 て2-3×

105cell/mlに な るように分散培 養 した培 養管を そ

れ ぞれ使 用 した.

接 種 ウイル ス材料 は, FL細 胞系麻疹 ウイル ス及

び犬 腎細 胞継代10代 目の麻 疹 ウイル ス感染10日 目の
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材料を数回 凍結融解 し, 3,000 r. p. m.で10分 間遠

心沈澱 した上清 であ る.

感染方法 は ウイルス液の10倍 階段稀釈列 を作 り,

各稀釈段毎 に5本 ずつの培養管を用 い,各 管 に ウイ

ル ス液0.1mlを 接種 して 後5%仔 牛血清加YLE

 0.9mlを 加 え, 35℃ で10日 間培 養後のCPEを 観

察 して判定 し, Reed-Muench法 でTCID50/mlを 計

算 して感染 価と した.判 定時間を ウイル ス接種10日

後 と したのは,細 胞種 による感受性 に差 のある こと

を考慮 していずれに も適 して いると思 われ る時期 と

して行 つたのであ る.

第2節　 実験成績

実験 に使 用 した7種 類の細胞 中,既 に麻 疹 ウイル

スに対す る感受性 が陽性結果 と して報告 されてい る

細胞 を標準対 照 とす るべ く, HeLa細 胞及びFL細

胞を用 いたわけであ るが,麻 疹 ウイル ス接種第1代

に於 ける各種細 胞の感染 価の結果 は表1の 如 くで あ

つた.

表1　 ウィルス接種第一代 に於け る各細胞の感

染価

即 ちFL細 胞系 ウイルスを 接種材料 と し た 場合

には,そ の感染価 は や は りFL細 胞 が最 高値 を示

し,次 いで犬腎細 胞が 高 くHeLa細 胞及 びJTC-3

細 胞 も同様で あ り,ハ ムス ター腎細胞及 びL細 胞 と

は低 い感染価を示 した.

次 に継代10代 目の犬腎細胞 系 ウイル スを接種材料

と した場 合 には,犬 腎細胞及 びFL細 胞 が 感染価

が最 も高 く,し か も両者 は同程度 の感 染価 を示 した

事は興味が あつ た.そ の他の細胞 に つ い て は, FL

細胞系 ウイル スを用 いた場合 と殆 ど 同 じ順位 で,

HeLa細 胞, MS細 胞及びJTC-3細 胞が これ に次

ぎ,ハ ムス ター腎細 胞及びL細 胞は低 い値を示 した.

結 局,麻 疹 ウイルス接種第一代 で,麻 疹 ウイル スに

対 す る細胞 の感受 性は人 由来のFL細 胞, HeLa細

胞及びJTC-3細 胞 と,猿 由来 の 細胞等が よ く,犬

腎細胞 も可成 り良 い感受性 を示す ものに属 している

ように思われ た.特 にFL細 胞 は 犬腎細胞系 ウイ

ル スを接種 した第一代 に於て も最高の感染価を示 し

たことは, FL細 胞が麻疹 ウイルスに対 して高 い感

受性を もつて いる ことを示す ものであ る.

第2章　 ウイルス継代 による感染価の移動

第1節　 実験方法

第1章 に於て麻疹 ウイルス接 種第1代 で得 られた

感染材料 をそれぞ れの細 胞系列 に従つて継代実験 を

行つ たわけで,実 験 方法 は前章 の実験 方法と全 く同

じで ある.

第2節　 実験成績

FL細 胞系 ウイル ス接種細胞 を 各種細 胞系列別 に

継代 し,第1代,第3代 及び第5代 に於け る感染価

を一括 して示 したものが表2で ある.

表2　 ウイルス継代に よる感染価の移動

これ によれば, FL細 胞が各代 とも常 に 安定 した

感染価 を示 したのは当然 で あ る が, JTC-3細 胞及

びMS細 胞は第3代 で既に安定 した感染価を示 し,

犬 腎細 胞及びHeLa細 胞 も感染価にわ ず か の 移動

はあつ たにせ よ殆 ど安定 した値 を示 して,少 くとも

5代 目迄に は全て同程度 の感染価 に達 して いて,ウ

イル ス接 種第1代 に於てみ られ た感染価 の高低 はな

く全 て良 い感受性 を示 した.但 しL細 胞及びハ ムス

ター腎細 胞は感染 価低 く,殊 にL細 胞 は感染価が不

安定 であつた.こ の両者の感受性 は,他 の細胞 より

悪 いが感染性 が無いわ けで はない.

犬腎細 胞系 ウイル ス接種細胞 の感染価 を比較 した

ものは表3で あ る.

犬腎細 胞が安定 した感染価を示 したのは,こ れま

た当然 の ことであ るが, FL細 胞が これ と 同様の感

染価を示 して両者 の間 に差異 が 認め られず, HeLa

細 胞, JTC-3細 胞及びMS細 胞 は継代3に して 既

に安定 した感染価 を示 した.そ して, L細 胞及びハ
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ムス ター腎細 胞では感染価 は低 く, FL細 胞系ウイ

ルス接種 の場 合と同 じ様な結果であつ た.

表3　 ウイル ス継代 に よる感染価の変動

結局FL細 胞 は他 の細胞 と比較 して,麻 疹 ウイ

ルスに対す る感受性 が特 に優れてい る細 胞の如 く,

 HeLa細 胞, JTC-3細 胞, MS細 胞及 び犬 腎細胞は

麻疹 ウイルスが これ らに感染 馴化され る迄 の経過に

多少 の差 はあ るが終 局に於 て はFL細 胞 と 同 じレ

ベルの感染価を示 した.即 ち ここに使用 した全ての

細胞 に麻疹 ウイル スを感染 させ ることが出来たわけ

で,麻 疹 ウイル スは広範 囲にわたる感染 スペ ク トル

を有 してい ることが判つ た.

第3章　 各種 感染 細胞にみ られ る細胞変性 効果

第1節　 実験方 法

FL細 胞, JTC-3細 胞, HeLa細 胞, MS細 胞,

 L細 胞,犬 腎細胞及 びハ ムス ター腎細 胞の各 々を5

%仔 牛血清加培養液 で培養 し,全 培養 管には各系細

胞が同 数存在す るよ うにな るまで発育す るのを待つ

て ウイル スを接種 し, CPEの 発現 順序 を 時間を追

つて観察 した.即 ち各細胞系列毎 に多 数の短 冊入 り

培 養 管 を 作 り,い わ ゆ るinput multiplcityが1

にな るよ うに ウイル スを接種 し,毎 日各細 胞系の3

本の培 養管か ら3枚 の短 冊を取 り出 し,生 理 的食塩

水で洗滌 後,エ ーテル,ア ル コール等量液 で固定 し,

ヘマ トキ シ リン ・エオ ジン染色を行つ た標本 を鏡検

観 察 した.尚 培 養液は4日 ごとに交換 し,観 察期 間

は ウイルス接種25日 後迄行つ た.

第2節　 実験成績

結果を総括 したものは表4で ある.

表 4 　各種細胞にみられる細胞変性効果

一 般的に述べれば, CPE出 現 の 順序 は第1編 で

述 べた如 く,線 維芽様細胞変性,多 核巨大細胞形成,

細胞質内封入体形成核 内封入体形成 そ して管壁 よ り

の脱落で ある.即 ち線維芽様細胞変性 はウイル ス接

種後3-4日 で認め られたが,ハ ムスター腎細胞で は

一般 に著明でな く,わ ずかにみ られ る場合 もあ り,

 L細 胞では全 く認め ることが出来なかつた.そ の他

の細 胞で も種類 によ り程 度の差はあつたが,最 もよ

くみ られ たのはFL細 胞, HeLa細 胞及びJTC-3

細胞等で あつて,犬 腎細 胞では幾分軽度で あ り乍 ら

観察 され た.こ のCPEが 現 れる頃には,所 々に多

核巨大細胞 が混在 して み られ るよ うにな り,早 い も

ので はウイル ス接種3日 後 よ り始 ま り,遅 ければ5

日後頃 にな つて みとめ られた もの もある.こ の多 核

巨大細胞 は,い ずれ の細胞 にも認 め られ又,こ の頃

には全て線維芽様細胞 にも,多 核 巨大細胞 に も細 胞

質 内封入体 が観 察 され,こ れ は核 の近 くで透 明帯 を

有 した り或 は有 していな いエオジン嗜好性 の不規則

塊 と して存 在 していた.そ して多核巨大細胞 の大 き

さはまちまちで2核 しか含 まぬ最少 のものか ら30個

以 上 の 核 を 有 す る大 きな ものまで存在 した.さ ら

に日を経て ウイルス接種7日 か ら10日 後頃 になれ ば

線維芽様変性細 胞は全 く消失 し,全 細胞が 円形化 し

て きて巨大細 胞内の核には エオ ジン嗜好性の核 内封

入体を有す るよ うになつた.た だL細 胞及びハ ムス

ター腎細胞 では核 内封入体形成 はお そ く,そ の数 も

少な かつ た.そ の頃か ら巨大細胞の核 は細胞 中央部

に集 まつて環状配 列を し,大 き く融合 した細胞質 内

封入体が これ等 を囲み,そ の周囲に収縮 した細 胞質
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が エオジン嗜好性 となつてわずか にみ られ るいわゆ

る円形 化 した多核細 胞 となつて,次 第 に管壁 か ら脱

落 して ゆ くのであ るが,完 全 に脱落 して しま う迄 の

時間 的関係 は,ま ち まちであつて総括 して言 うこと

は困難 であつ た. FL細 胞, HeLa細 胞, JTC-3細 胞

等 は割 に早 く,ウ イル ス接種後2週 間 もすれば細 胞

は完全 に脱落 して皆無 の状態 になつ たが犬 腎細 胞 は

3週 間後で も,尚 管壁 に固着 した もの もあ り,組 織

培養 的実験 には都合の よいもので あつ た. L細 胞及

びハ ムス ター腎細胞 は,可 成 り長期 間管 壁を離れず

にい るもの もあつ たが,感 染価 が 低 く, CPEの 現

われ 方に不規則性が あ り,こ の実験 に関す る限 り良

好 な る細胞ではなかつ た.

第4章　 犬腎細胞に於ける麻疹ウ

イルス増殖曲線実験

第1節　 実験方法

少量接種法 による増殖 曲線実験 を次の如 く行つ た.

接種 ウイル ス材料 に は犬 腎細胞系麻疹 ウイル ス の

100 TCID50の ものを用い た.ま ず 犬腎細胞 を単層

培養 した150×15mmの 培養管か ら培養 液を捨 て,

 BSSで 洗滌 したの ち上記 ウイルス液の0.2mlを 各

培養管 に接 種 し,こ の時 を以て染感 開始時 とした.

これ を35℃ で2時 間 吸着 させ,そ の間5分 毎 に培

養 液を振盪 して ウイル スを細胞 に充 分吸着せ しめ,

しか る後に新 ら しい培養 液1.8mlを 加え, 35℃ で

一週 間培養 した.こ れで接種 ウイル ス濃度 はさらに

1桁 稀釈 され たことにな り,途 中培 養液の交換 は行

わ なかつた.

以 後は一定の時間的間隔で3本 の培養管か ら培養

液 を と り混 合 して培養液 中 ウイル スの感染価を測

定 し,細 胞内 ウイル スについては,培 養液を除去 し

て, BSSで 細胞 を軽 く洗 つた後 トリプ シンで細胞 を

剥 が し,遠 心 沈澱管に集 め, BSSで 遠心沈澱 と再浮

游 の操作によつて洗滌を行 い,最 後 に集め た細胞 を

元 の液量 に浮游 させ凍結融解 を30回 行つた後, 3000

 r. p. m.で15分 間遠心 沈澱を行い上清 に ついて ウイ

ル ス力価 を測定 した.

第2節　 実験成績

ウイルス増殖 曲線は表5の 如 くで,麻 疹 ウイル ス

を犬腎単層 培養細 胞 に接種後, 4時 間で測定 した培

養液 中残存 ウイル スのTCID50/mlは1.0前 後で あつ

た.し か し10時 間 目に於て0と な り, 20時 間で游離

ウイル スが現 われ始めて, 24時 間経過 したところで

2.0前 後で あつた.そ して除 々に ウイル ス 量を増 し,

48時 間 目で は3.25, 72時 間で4.0前 後の 感染価を示

し,そ の後 曲線 はゆ るやか になつたが尚次第に上昇

し, 96時 間で4.75乃 至5.0に 達 した.そ して 細胞内

ウイル ス量 は48時 間後に始 めてみ られ,そ の後は大

体培養液 中ウイルスと併行 した曲線を示 した.即 ち,

ウイルスの増殖 は ウイルス接 種4日 前後か らみ るべ

き価 を示 し, 7日 前 後迄継続 した.そ して,光 学顕

微鏡的 にCPEを 認識す る頃 には既 に ウイル スの游

出は開始 され てい ることが判 つた.

表5　 犬腎細胞に於け る麻疹 ウイルス増殖 曲線

第5章　 考 按

麻疹 ウイルスが組織 培養法 で分離 され て以来,こ

のウイルス に 感 染 可 能 な る培養細 胞 として報告 さ

れて きた細 胞は,緒 言に於て述べた如 く多種類 の も

のがあるが,こ の種 の実験 が末報告 の細 胞及び報告

はあるが再検討 を要 する もの として確認 されていな

い細胞 も可成 り多 い.而 して犬腎細胞 を麻疹 ウイル

スの感染実験 に使つた詳細 の報告 はない.そ こで,

このウイルスの犬 腎細 胞に対 す る感 受性 を知 るべ く,

多種類 の細胞 のそれ とを比較 しつつ実験 を行つてみ

た次第であ る.

その結果,犬 腎細胞 は麻疹 ウイルスによ りおこる

特 異的CPEを 全て示 したが,そ の中に主た るCPE

であ る大 きな多核 巨大細胞 を作 る ことと,鮮 明で大

きな細 胞質 内及び核 内封入体 を作 る ことは,感 染標

識 として判定が容易で あ り,し か も高 い感染価 を示

し,且 つ生存力が長 く,ウ イル スの游 出は接種4日

後 か ら強ま り,従 来 よ く報告 さ れ て き たFL細 胞

及 びHeLa細 胞等 と 同様 に,麻 疹 ウイルスの感染

実験 に使用 して大変便 利な 細胞 で あ るこ と が 判つ

た.

尚,麻 疹 ウイル スによ る感受性が疑 わ しく再検を

要す る ものとされ ていたL細 胞及 びハ ムスター腎細

胞14),そ して感染 実験 未報告 のMS細 胞及びJTC-3

細胞等 も特 異的CPEを 示 し,エ ォジ ン嗜好性の封
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入体を有す る多核巨大細胞 の形成 も著明で,た とえ

それ等の示 す感染 価 に高低 の差 はあ るとして も感染

は可能 であ り,麻 疹 ウイルスは可成 り多 くの種類の

培養細胞に対 して感染性 を有 す るウイルスであ るこ

とも判つた.

以上犬腎細胞に対す る これ らの事実 か ら,今 後麻

疹ウイル ス,牛 疫 ウイルス及 び ジステ ンパー ウイル

スの間の関連性の研究及 び ワクチ ンの研究 に対 して

も多分役 に立つで あろ う結果を得た ものと信ず る.

結 語

麻疹 ウイル スに対す る犬 腎細胞の感受性及 び病理

形態学的変化を,各 種培 養細 胞 に於 けるそれ らと比

較観察 しつつ検討 して みた.

使 用 した細胞種 は従 来麻疹 ウイル スの感染実験 に

よ く用い られて いるFL細 胞及 びHeLa細 胞 と,

麻疹 ウイルスによ る感 受性が陰性又 は陽性 と して も

尚疑わ しく再検 を要 す るもの とされていたL細 胞及

びハムス ター腎細 胞,そ して この種 の感染実験が未

報告 のMS細 胞, JTC-3細 胞で これ らを同一条件

下で実験 して比較 した.

異細胞系 ウイルスによ る接 種第1代 に於て はFL

細胞が最 も高 い感染 価を示 し, L細 胞及びハ ムスタ

ー腎細胞 が低 い感染価 を示 した外は,い ずれの細胞

も同程度 の感染価 を示 した.又 各細 胞系列 に継代 し

た時 の感染価 の移動 は第3代 目で殆 どの ものが安定

した感染価を示 し,遅 い もので も5代 目以後で変動

したものはなかつた.た だL細 胞及びハ ムスター腎

細胞 は低 い感染価で多少不 安定性 が あるようで あつ

た.こ の実験 で 犬腎細胞 はFL細 胞 に 次いで早 く

馴 化す る傾向を示 し良 い結 果を得た.

又特異 的CPEの 観察 によ る判定 は,多 核巨大細

胞及 び封入体形成 が著明な為容易で あつ た し,ウ イ

ル スの増殖 は,接 種4日 後か ら7日 後頃 の間で よ く

行 われ た.

以上 の結果 か ら麻 疹 ウイル スによる犬腎細胞 の感

受性 は甚 だよ く,今 後の実験 に使用 して便利な細 胞

の一 つであ ると思われ る.

稿を終 るにあた り,こ の実験に終 始御懇 篤な る御

指導を 賜 っ た 村上 栄教授 及 び 俵寿太郎助教授 に

深湛の感謝を捧 げ,又 本 研究 に 対 し麻疹 ウイルス

(Edmonston株)を 御分与下 さった伝染病研究所 松

本 稔教授に心 より感謝 いた します.
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写 真 説 明

写真は全 てヘ マ トキシ リン ・エオジン染色に よる顕微鏡写真 で あ り,対 照細 胞は 全て ウイルス無接種対 照

で感 染細胞 固定 日と同 日の もので ある.

図1) 及 び2): 2)は 麻疹 ウイルス接種7日 後 にみ られた 感 染犬腎細胞で,多 核巨大細胞 の 一部の強拡大写真

であ り,大 きな細 胞質 内封 入体(ci)と 核 内將 入体(ni)を 示す. 1)は その時の対照細胞で ある.

図3) 及び4):ハ ムスター腎細胞で4)は ウイル ス接種9日 後 の もの. 3)は 対照細胞で ある.

図5) 及び6): MS細 胞で6)は ウイルス接種10日 後の もの. 5)は 対 照細 胞であ る.

図7) 及び8): JTC-3細 胞 で8)は ウイルス接種5日 後の もの. 7)は 対照 細胞であ る.

図9) 及び10): L細 胞 で10)は ウイルス接種10日 後の もの. 9)は 対照細 胞であ る.

図11) 及び12): HeLa細 胞 で12)は ウイルス接種9日 後の もの. 11)は 対 照細 胞であ る.

図13) 及 び14): FL細 胞で14)は ウイルス接種8日 後の もの. 13)は 対照細胞で ある.

The study of measles virus in dog kidney cultured cells.

Part Ⅱ.  Comparative observation of sensitivity and pathogenic

morphological changs to measles virus infection of dog kidney 

cells and other kinds of cultured cells.

By

Takeo UTSUMI

Department of Microbiology, Okayama University Medical School, Okayama, Japan

(Chief: Prof. Sakae Murakami)

(Director: Ass. Prof. Jutaro Tawara)

Author's abstract

A comparative study on the susceptibility of measles virus and pathological changes of 
cells in culture was carried out with dog kidney cells and many other cultured cells by 

inoculating measles virus into the media of cultures. As the result it was found that FL cells 
and HeLa cells demonstrated the highest infectivity, followed by that of dog kidney cells.
Monkey cells (MS cells) and human amnion cells (JJC-3 cells) also showed a fair degree of 

infectivity to measles virus (the report on such cells has not yet been made public). On the 
other hand, L cells and hamster kidney cells, what bad been generally reported to be readily 

infected by measles virus were found to show a low infectivity only, indicating them to be 
not suitable cells for such a study.

In the case of dog kidney cells infected with measles virus, viral proliferation could be 
observed clearly during the period 4 to 7 days after the inoculation.
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内 海 論 文 附 図


