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緒 言

著者 は前編においてHeLa-S3細 胞 の 単層培養,

斜面寒天培養 を行つてAdenovirua 12型 の増殖態 度

を追究 した.即 ち感染virus量 はTCID 50の1/2, 10-1,

 2×10-2, 10-2, 2×10-3, 10-3と し,7日 毎 に継代 す

る方法で実施 したのであ るが本研究 で は 感 染virus

量をよ り微量の範囲 に広 げ,継 代 間隔を30日 と して

継代 した場合,又 同 じ,系 列継代で7日 と30日 の間

隔で継代 した場合等 のvirusの 増殖 の関係 を比較検

討 した.

Ⅰ 研究材料及び方法

1) 実験材料

Virusは 前編 と同 じAdenovirus 12型 を用い た.

使用細胞 も同様 にHeLa-S3細 胞 を用いた.

組織細胞培養液 も同様 に増殖用 培 養 液 として は20

%牛 血清加Y. L. Eを 用い,之 にstreptomycin 250

mg/l及 びPenicillin 10万 単位/lを 加 え,維 持培養

液としては5%牛 血清加Y. L. E液 を使用 した.

斜面寒天培地 は前編の実験 と同 じものを用いた.

2)実 験方法

前編の実験で はAdv. 12感 染細胞を単層培 養法 と

斜面寒天培地によ る細 胞集落 状 培 養 法 で7日 毎 に

継代を行つてvirusの 増 殖 状 態 を 追 究 したが,本

編 で は,第1は 同 様 な 実験 を行いvirusの 微量 を

もつて感染せ しめ,継 代 を30日 毎 に行つてC. P. E

を認め るに至 るまで続 けた.感 染に用い たVirus量

は10-4,10-5,10-6×TCID50で ある.第2は 略 同様

な実験を行つたのであ るが,継 代 を7日 毎 に行つ た

場合と30日 毎 に行つ た場合の2系 列についてvirus

の増殖状態を比較検討 した.但 し本実験 では感染細

胞の単層培養を行 った ものは継代 は凍 結融解 した上

清 を新単層 培養細胞 に接種 した.

第1実 験 操作は 先づ 大型 角瓶2本 にHeLa-S3細

胞の単層培 養を行い,ト リプシン液で細 胞を分散 し,

P. B. Sで2回 遠心洗 滌 し,此 の 時3本 の 試 験管 に

細胞 を3等 分 して入れ,沈 澱上清 を捨 てた後,10-4,

10-5,10-6×TCID50のvirus量 を加 えた5%牛 血

清加Y. L. Eを それぞれ各管に注入 し細胞 を浮遊 さ

せ37℃ の艀 卵器 中に3時 間置 き,そ の間30分 毎 に

軽 く振盪 して感染 さ した.そ して各管 を2,000r. p. m

 2分 間遠心 し,こ の感染細胞 沈渣を 出来 る限 り細胞

量 が等 し くな る様 に各管 の細胞 を2本 の斜面寒天 と

2本 の試験 管に とつて培養 した.

継代 は斜面 寒天 上に細胞集落状 に培養 した感染細

胞は2本 の各 管か ら夫 々半量宛細胞 を白金 耳で と り

次代斜面寒天2本 に各 々培養 し,残 りの各 半量の細

胞は混合 して5%牛 血清加Y. L. Eに 浮遊 して,15回

凍結融解 して1,000r. p. m 2分 遠心 し,上 清を新 し

く準 備 した単層培養 に接種 してCPEの 発現 の有無

を2週 間観察 し検 べた.感 染細胞を単層培 養 した も

のは,継 代 に当つ ては各virus濃 度の各試験 管の半

数 は トリプ シンで次代 に継 ぎ,半 数 は維持 液をすて

て,新 しい維持液 を加 え凍結融解13回 後,遠 心沈澱

して その上 清を2本 の 新単層培 養 細 胞 に 接 種 し,

CPEの 出現 をみた.

Ⅱ  実 験 成 績

1.  単 層組織培養法 と斜面 寒天細胞集落培 養法 と

の30日 毎継 代に よるvirusの 増殖 の比較

斜面寒天 上 に細胞 集落状 にAdv.12感 染細胞 を培

養す る方法 と,単 層組織培養 でAdv.12感 染細胞 を

維持す る(多 少増殖す る)方 法 との二 法 によつて細

胞を保 持 し,凡 そ30日 毎 に継代 して感染virusの 増
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殖を計ると共に,他 方継代毎に単層培養細胞に接種

してCPE発 現の有無を観察して増殖状態を比較検

討した.

表1

CPE: +20-30%,〓40-50%,〓60-70%,〓80%以 上 の 細 胞 にCPEを 認 め る.

斜 面 寒 天: +は 培 地 の 赤 色(細 胞 増 殖 少 な い),± は 僅 か に 赤 色 を 示 す.

その成 績は表1に 示 した.

即 ち斜面 寒天培養法で継代 した もので は3代 まで

はvirus量10-4, 10-5, 10-6何 れ も全 くCPEの

発現 を認 めなかつたが4代 ではvirus量10-4,10-5

共 に各系 列共 にCPE〓,でvirusの 増殖 をCPE

発現 か ら確認 出来 たが,10-6で は全 くCPE発 現を

認 めな かつた.而 も継代8代 に 至 るまでCPEの 発

現 を認 めなかつた.尚CPEが 発現す る継代 の所で

斜面寒天 培養 に於て も細 胞の増殖 が多少 阻止 され培

地 が稍赤 色に止つて い ることの多 い点 はvirusの 増

殖 して来 た ことを予知す るに或 る程度 役立つ もの と

考 え られ る.

単層組織培 養法で継代 した もの では4代 まで何れ

のvirus量 を感染 させ た もの も総 べてCPEの 発現

を認めな かかつた.5代 では10-4で3本 の 中1本

にCPE+を 認め,此 の3本 の凍 結融解上清 を接種 し

た単層培養細胞 では何れ もCPE〓 を認 めた.然 れ

ど もvirus量10-5,10-6で は8代 に至 るまで全

くCPE発 現を認 めな かった.

2. 斜面 寒天細胞培養及 び単層組織培養 によ る継

代 日数を異にす る(7日 及び30日)場 合のvirus増

殖態 度の比較

1) 斜面寒天細胞 培養 に よる成績

斜面寒天上 に細胞集落状 にAdv. 12を10-4, 10-5,

 10-6. virus量 を用 いて感染 さ した細胞 を培養 し,

7日 毎 に継代 した時 と30日 毎 に継 代 した時のvirus

増 殖の状態 を検べた.

実験成績 は7日 毎 に継代 した ものでは5代 で10-4,

 10-5, virus量 を用いて 感染 させ たもので はvirus

の増殖 をCPE発 現の上か ら確認 す ることが 出来 た.

 10-6で は6代 で確認 した.そ して30～35日 毎に継

代 した もの で は6代 で10-4,10-5,はCPE発 現

を認 めた,10-6で は極 めて小 数にCPEを 認 め次代

で確認 す ることが 出来 た.

2) 単層 細胞培養 によ る成績

感染virus量 は1) 実 験 と 同 じ10-4,10-6を

用い,継 代 も7日 と30～35日 で1)実 験 と同様であ
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る.

実 験 成績 は7日 毎 に継 代 した もの で は6代 で10-4,

10-5,で はCPEを 認 め た が10-6で は6代, 7代

で もCPEの 発 現 を 認 めな か つ た. 30～35日 で 継 代

した もの も殆 ん ど 同様 な成 績 を 示 し, 6代 で10-4,

 10-5で はCPEを 認 め た が,10時6で は6代, 7代

で もCPEを 認 め る こと が 出来 な か つ た.

Ⅲ 総 括 及 び 考 案

Adv. 12を 感染 させ たHeLa-S3細 胞を 単層組織培

養法 と斜面 寒天上 に細胞 集落状 に培養す る方法 で30

日毎 に継代 してvirus増 殖をCPEの 発現 を認め る

ことによつて確 かめ,此 の場合 感染virus量 を微量

(10-4, 10-5, 10-6×TCID50)用 い る と 確 認 まで

に数代継代を続 け ることが必要で あつ た.斜 面 寒天

継代 ではvirus量10-4は4代 で, 10-5は5～6

代でvirusの 増殖 が 確認され,10-6は8代 まで増

殖が認められなかつ た.之 に対 して単層 培養継代で

は,virus量10-4は5～6代 でvirusの 増殖 が確

認 出来たが10-5, 10-6は8代 継代 まで増殖 を認め

なかつた.即 ち これ らの成績 からAdv. 12の 微量

virus材 料か らのvirus分 離 には斜面寒天 で感染細

胞を継代す る方が感染細胞を単層培養継代 す る法 よ

りも有利で あると考え られ る.之 は斜面 寒天 培養の

場合は細胞集落を 白金耳で継代 されるので増殖 しつ

つあ るvirusの 継代時の脱落が少 い為 ではなかろ う

か,或 は細胞 が集落状 に増殖 してい るのでvirusの

増殖によ りよい環境 とな るか,又 新細 胞への感染 が

容易な為かと も推測 され る.

次に感染細胞を斜面寒天細胞培 養及び単層組織培

養 を行い7日 毎 に継代 した ものと, 30～35日 毎 に継

代 した ものとのvirus増 殖をCPEで 確認 し得 るま

で の継代 数を比較 して見た成績で は斜面 寒天培養で

7日 毎 に継 代 した時 と30～35日 毎 に継代 した時 とで

大差 はないが前 者は5代 で 後 者 は6代 でvirus量

10-4,10-5でvirusの 増殖 を確 認 し,10-6で も同

じ様な関係 が見 られた.即 ちvirusの 増殖 確認 まで

の 日数 は7日 毎 に継代 した場合が著 る し く短い.単

層組織培養 した時は7日 毎 に継代 した時 と30～35日

毎 に継代 した時 も差な く10-4,10-5何 れ も6代 で

増殖 を認 めた.即 ち此の場合 もvirusの 増殖 を確認

す るまで の 日数は7日 毎 に継代 した ものは著 し く短

い.10-6で は両培養共 に7代 までの 間 では 増殖 を

確認 出来 なかつ た.

結 論

Adv. 12型 の微量 を感染 させたHeLa-S3細 胞 を斜

面 寒天上 に細胞集落状 に継代 した場合,又 感染細胞

を単 層培 養継代 した場合 のvirusの 増殖状態 を比較

検討 した.

1. 微量virus感 染細胞 か らvirusの 増殖 をCPE

で確め る場合,斜 面 寒天培養,単 層培養の両操作の

中,前 者 が稍 々良好な成績 が得 られた.而 し両操作

共 にvirusの 増殖を確認す るには数代(4～5代)

の継代 が必要 で あつ た.

2. 上記 と同 じ操作で行 はれた 実 験 に おいて,斜

面 寒天 培養で継代 を7日 毎, 30～35日 に行 つた場合,

共 にVirus増 殖 の確認 まで に数代(5～6代)の 継

代 が必要 であつた.又 単層培 養凍結融解継代 におい

て も略 同様の成績 が見 られた.

稿 を終 るにあた り,終 始御 指導並びに御校 閲を賜 っ

た恩師,村 上栄教授 に謹 しんで謝意を捧 げます.
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ABSTRACT

In the present experiments minute quantities (10-4, 10-5, 10-6 TCID50) of adenovirus type 
12were used for the infection of culture cells, HeLa-S . After infecting the cells with virus, 
the tissue cultures were conducted by the slant agar and monolayer methods, to compare the 
degree of virus proliferation for successive generations in each experimental group. The results 
of the study are summarized as follows.

1. When HeLa S3 cells were infected with minute quantities of virus for successive ge
nerations (30 days each generation), the virus proliferation, as determined by cytopathic ef
fect (CPE), was better in the case of the slant agar culture than in the monolayer culture.

2. Similar cultures were conducted by two methods in which the culture period was
 changed to 7 days or 30-35 days for each generation. As a result it was found that the 

proliferation of the virus could be detected only at the fifth or sixth generation in all the 
experimental groups.

Both the slant agar culture and the monolayer culture of infected HeLa-S3 cells gave the 
results similar to those obtained in the successive cultures conducted by the freezingthawing 
method (reported in Part 1).


