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1．緒 言

　動物ウイルスにおいては培養細胞における持続感染

に関し多くの研究がなされている（Walker，1964）．

しかし，これらの細胞系におけるウイルスの保持様式

にはその成立過程および性状に多様性が見られ，それ

ぞれの場合について詳細な検討がなされてきた．

　一方，昆虫ウイルスにおいてはMitsuhashi（1967）

によってChilo　iridescent　virus（CIV）に偶然に

感染したニカメイガChilo　suppressalis由来の培養

血球細胞から持続感染細胞株がはじめて確立された．

昆虫培養細胞における持続感染としては動物のarbo－

virUSである日本脳炎ウイルスおよびマレーバレ・一・一

脳炎ウイルスに持続感染したネッタイシマカAedes
aegypti由来の培養細胞株（並eh泌ek，1968）が報告

されて以来，arbovirus（Banerjee　and　Singh，

1968；Peleg，1969）やvesicular　stomatitis　virus

（Artsob　and　Spence，1974）とカの培養細胞の系で

持続感染が多く成立している．しかし，昆虫ウイルス

としては上記のCIVの例が唯一のものである．

　CIV持続感染細胞株の性状をしらべることは，ウ

イルスと宿主の相互関係，たとえばCIV産生は急激

であるにもかかわらず症状は亜急性もしくは慢性的に

進行することなどの問題を解析するうえで，細胞レベ

ルの考察を可能にするものと考えられる．
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：ff．材料および方法

　細胞培養　CIVに持続感染したニカメイガの血球

細胞株は三橋淳博士から分与を受けた．培養液（CSM－

2F）の組成はMitsuhashi（1967）により，また培養

温度は25。Cとした．継代は1～2週間の間隔で行な

い，培養開始時の細胞数は104～105／mlとした．細

胞数：の算定にはThoma血球計；算盤iを使用した．

　感染価の測定　感染価はハチミツが幼虫（150～200

mg）を使用して測定した．ウイルス浮遊液をO．　05M

リン酸緩衝液pH：7．2で10倍階段希釈し，各階段ご

とに5頭の幼虫に0．005ml／1頭を体腔内注射した．

感染の判定は接種後1～2週問目にイリデッセンス発

現の有無をしらべ，また血球細胞における細胞質封入

体の形成の鏡検を併用した．感染価（一log　ID50）の

算定はReed　and　Muench（1938）の方法によった．

　螢光抗体法　抗CIV家兎免疫血清からJII村（1966）

の方法によって作製した螢光抗体を使用した．螢光色

素はFITCを用いた．また，螢光抗体のCIV特異性は

対照染色および吸収試験で確かめた．細胞は一20。C

に冷却したアセトン中で固定したのち，室温または

37℃で30分～1時間直接法で染色した．

皿．実　験　結　果

　細胞を長期間培養したのちに培養液のCIV感染価

を測定した結果をTable　1に示す．すなわち培養期
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rable　1．　lnfectivlty　titer　of　CIV　iR

whole　culture．

Table　2．　lnfectivity　titers　of　cell－assgciated

and　free　viruses．
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間は15～3◎琶闘であり，感染癌（一log　IPse／e．　eo5

ml）は2・　5～3・5であって比較的高い値を：承し，ウ

イルスの存在が確かめられた．

　細胞を数圃薪たな培養液で遠心洗渥（1，0eo　rpm，

5分間）したのちに培養を開始し，経時的に培養上清

の感染価をしらべた．洗源に際しては洗液の感染価を

測定して，遊離のウイルスが可及的に除去されている

ことを確かめた。IDse一時閥曲線はFig．玉に示すよ

うに，10日間以上の潜伏期を経たのちに上昇を開始

し，最終的にはその値は2・5に達した．また，それに

併行して細胞数を測定したところ，その数は漸増した

（Fig．　2）．

　つぎに細胞部分および培養上清の感染価をそれぞれ

測定し，両者の比較を行なった（Table　2）．細胞を

培養液で数回遠心洗濠したが，その際洗灘液は毎回も

との培養液の量とした．洗翻した細胞はドライアイ

ス・アセトンによって数回凍結融解を行なったのち

に，培養液を加えて原意に復帰させ，CIV感染価を

測定した．最終洗液と細胞部分の感染価を比較する

と，常に細胞部分のそれは洗液より高いという結果が

得られ，細胞内にかなりの量のウイルスが存在した．

　螢光抗体法によって培養細胞を調査すると大部分の

細胞は弱い自家螢光を示したが，500～700個の細胞を

しらべたところ，約2～4％の割合で特異螢光を示す

細胞が観察された．これらの螢光は自家螢光とは開確

に判別することができたものの，in　vivoにおいて観

察されたCIV感染血球細胞の示す特異螢光に比較す

ると弱かった．また，大小の細胞が混在したが，比較

的大型の細胞に特異螢光が見られた．

Iv．論 議

　昆虫ウ”fルスにおける持続感染の存在はこの細胞系

によってはじめて報告された．この培養細胞集団には

いくらかの膨化した細胞，あるいは凝集した細胞の細

胞質に，イリデッセンスあるいはフォイルゲン反応陽

性の物質が観察される（Mitsuhashi，1967）．螢光抗

体法による観察においては比較的大型の細胞にCIV

特異螢光が見られたので，これらの大型細胞がウイル

スを保持していると考えられる．Mitsuhashi（1967）

は培養条件の悪化に伴って細胞がウイルスに感染する

ようになるか，または潜在ウイルスがそれに伴って活

性化されると推定した．Grace（1958）は組成の異な

る壇養液にi変換した場合におけるウイルスの誘発例を

報告している．本実験の長期培養後における観察では

CIV特異螢光を示した細胞は数％にすぎず，これが

ウイルスの誘発によるものとは現在のところ考えにく

い．また，ハチミツが幼虫におけるIDげ時間曲線と

比較した場合，培養上清のそれは明瞭に異なり，ウイ

ルスの産生は著しくないことが明らかにされた．

　この細胞株のCW保持様式は今後なお検討されな

ければならないし，またその成立過程を解明ずるため
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には持続感染系の再確立がのぞまれる．この意味から

Antheraea　eucalypti培養細胞においてもCIVの持

続感染が成立すること（大庭・鮎沢，未発表）は，こ

の現象の今後の解析を容易にするものと考えられる．

　いずれにしてもCIVに持続感染したニカメイガ血

球細胞株では，細胞は分裂増殖をしながら一部の細胞

がCIVに感染しウイルスを放出していると考えられ

る．したがって，集団からCIVに感受性の細胞が出

現し，それらがウイルスに感染すること，あるいは

Sindbis　virusに持続感染したAedes　albOpietusの

培養細胞（Enzmann，1973）で報告されたように，

感染細胞が何らかの感染阻止物質（たとえばインター

フェロン）を産生して他の細胞を感染から防御してい

る可能性などが考慮されてよいであろう．

　また，Mitsuhashi（1967）は持続感染細胞株にお

いては分裂中の細胞にイリデッセンスが観察されない

ことを報告しているが，著者ら（大庭・鮎沢，未発

表）の観察でもCIVに持続感染したAntheraea

eucalypti細胞株においては，分裂中の細胞には細胞

質封入体の形成が見られず，一方，持続感染でない場

合は分裂中の細胞にも高率に細胞質封入体の形成が観

察されたので，これは持続感染に伴った特異な現象で

あることが示唆される．

V．摘 要

　CIVに持続感染したニカメイガ血球細胞株（Mitsu－

hashi，1967）の性状をしらべ，つぎの結果を得た．

　1．長期間培養した上清のCIV感染価（一10g

ID50／0．005ml）は2．5～3．5であり，細胞学のCIV

保持は明瞭であった．

　2．培養開始後その上清の感染価を調査すると，10

日間以上の潜伏期を経て感染価は増加しはじめ，最終

的には上記の値に達した．持続感染系におけるCIV

の増殖様式は生体におけるそれとは明らかに異なり，

ウイルスの産生は著しくなかった．

　3．培養上清部分と細胞部分のCIV感染価を測定

すると細胞部分にも比較的高い感染価が認められた．

　4．螢光抗体法により，集団の2～4％の細胞に

CIV特異螢光が観察されたが，それらは比較的大型

の細胞であった．CIVの持続感染は少数の細胞がウ

イルスを保持し，他の細胞は何らかの機作で感染をま

ぬがれて増殖することによって成立しているものと推

定された．
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S縫滋搬ary

　　　The　nature　of　cell　line，　which　derived　from　hemocytes　of　Chilo　suppressalis　larvae

韻dpersisteRtly　i獄fec£ed　w漁CIV（Mi重s曲ashi，エ967），　wa§i獄ves重iga重ed。

　　　1．　The　whole　culture　incubated　for　a　long　period　showed　relatively　high　CIV－in－

fectivity　titer　which　revealed　the　persistence　of　the　virus　in　this　cell　line．

　　　2．　The　infectivity　titer　in　the　supernatant　of　culture　begaR　to　increase　after　10

days　of　lag　phase　and　reached　the　maximum　level　（2．5－3．5　in　一log　IDse／O．005　ml）．

　　　3．　The　infectivity　titer　of　the　liquid　phase　（supernatant）　was　always　high　as　well

as　the　titer　of　the　cellular　fraction．

　　　4．　S量捻ce　2一尋％　◎f　ce夏1s　sh◎wedαV－sρecific　i㎜醗◎魚韮（）resce簸ce　by　fiu（）re§ce鑑

antibody　technique，　it　was　suggested　that　the　virus　multiplication　occurred　in　some

cells，　but　not　in　remaining　cells　by　certain　inhibitory　mechanisms．


