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緒 言

Adenovirus 12型 を 接 種 したハ ムスターの新 生仔

に高率 に腫瘍 を発生せ しめ る事が 発見 され1)2)3)6),

其後Huebner等4)に 依つ てAdenovirus 18型 が,

 Girardi5)等によつて7型 が それぞれ低率 ではあ るが

動物に発癌性を有す るとい う事実が発表 され最近 で

は3型 か,又pereira等7)に よつて31型 もハムスタ

ーに低率 に腫瘍を作 る事 が 明 らか にされ てお り,

 Adenovirusの 発癌 に対す る今後の 進 展 はさ らに興

味あるものとなつてい る.此 の様 にvirus接 種 に依

り,全 く新 しい腫瘍 が生 じた場合,そ のvirusに 依

る発癌機序解 明の一端 と して,発 癌 に い た る接種

virusの 消長を追 求す ることは他 の事項 解明の一端

をなしていると思われ る.

それで著者 は新生仔 ハムス ター,生 後14日, 45日,

 65日 のハムスターに本virusを 接 種 した後,経 日的

に動物 を殺 し臓器内のvirusの 消 長を斜面 寒天 を用

いて細胞集落培養法8)を 行つて検討 した.

Ⅰ 実験材料及び実験方法

Virus材 料: 5%牛 血 清 添 加YLE液 を 維 持 液 と

してHeLa-S3細 胞 にAdenovirus 12型(Adv. 12,

 Huie株)を 接 種 培 養 し, 15回 凍 結 融 解 した もの を 使

用 した.

動 物:生 後24時 間以 内 の市 販 シ リア ンハ ム ス ター

新生 仔,生 後14日,生 後45日,生 後65日 の 同 じ系 統

の シ リア ンハ ム ス ター を用 い た .飼 育 に は アデ ノ ウ

イル ス の感 染 を ふ せ ぎ,固 型 飼 料(市 販,実 験 動 物

用)と 水 を 与 え た.

接種 方 法:新 生 仔 ハ ム ス ター と生 後14日 ハ ム ス タ

ーはVirus量3×100 TCID50/0
.2ml,生 後65日 の

もの は6×100 TCID50/0.2ml宛,腹 腔 内 へ そ れ ぞ

れ2～3匹 宛 に接 種 した.

virus検 出 に 対 す る準 備:動 物 は エ ー テル 麻 酔 の

も と に ヨー チ ンア ル コー ル で ふ い て か わ か し,心 臓

穿 刺 で 脱 血 し て 解 剖 し,肺,脾,腎,肝,子 宮 精

系 周 囲 の 骨 盤 組 織 部 と腸 間 膜 の 各 々1部 を 無菌 的

に 切 除 し,切 除 各 臓 器 はPBS (phoshate-buffered-

saline)で よ く洗 つ た 後, PBS 1mlを 混 入 して ホ

モ ゲ ナ イザ ー で2,000r.p.m 2分 間 で 乳 剤 に した.

virus検 出方法:乳 剤臓器 は寒天斜面 培養法8)に

よりvirusの 検 出を行つ た.即 ち大型角瓶 に培養 さ

れたHeLa-S3細 胞を トリプ シンで分散,遠 沈(1,000

r.p.m 1分 間)後 上 清 を す て, PBSで 細胞 を再 び

分散沈澱 し,遠 心 沈澱後PBSで 細 胞 を 浮 遊 し約

6×105細 胞数 を取 り前 記臓器乳剤上 清部を0.2ml

取つて混和 し, 2時 間後遠心 して沈渣を2エ ーゼず

つ6ヶ 所 に寒天斜 面上に細胞 集落 を作 り,各 臓器 に

2本 宛培養 した. (写真1)培 養法 は37℃ で 静 置

し, 1週 間 を1代 と して次代新寒天斜 面に継代 し,

 3代 目よ り2本 の培 地か らそれ ぞれ半分 ずつ細胞集

落 をか き取 り, 1本 づつの新寒天斜面培地 に継代 し,

次代 継代 と し,残 りの細 胞集落 を2本 か らか き取 り

混 じて5%牛 血清添 加YLE 0.5mlに 浮遊,凍 結 融

解15回 を行い軽 く遠 心 し,そ の上清全部 を新 し く培

養 して おい た中型試験管HeLa-S3細 胞組織培 養(4

～5日 目の もの)の 培 養 液 を すて た後,注 入 し2

時 間後5%牛 血 清添加YLE 1.5mlを 入れ てCPE

の発現 を2週 間観察 した.同 様の操作 で継代 を続 け

た.

実 験 成 績

1. 新 生 仔 ハ ム ス ター にAdenovirus 12を 接 種 し

た 成 績.

新 生 仔 にAdenovirusを 接種 し, 24時 間 後 に 殺 し
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て腎,肝,腹 膜,肺 中のvirusを 検べ た ものでは,

斜面寒天細 胞集落培養 の3～4代 で単層培 養細胞 に

接種 し, CPE出 現の観察 か らvirusの 増殖 を確 認

す ることが出来た.

Virus接 種3日 後の 動物臓 器か らは,総 べ て3代

でVirusの 増 殖を確認 し, 7日 後の動物臓器 か らも

3～4代 で,又11日 後の動物臓 器か らも4～6代 で

Virusの 増殖 を認め た. 18日, 24日, 30日 後の動物

臓器 か らは継代6代 の間にはvirusの 増 殖 を 認め

な かつ た. virus接 種1日 後の 動物の 中,肺 の一例

が3代 で100% CPEを 認 め た が,他 は4～6代

で100% CPEを 認 めたのに対 し, 3日 後 の 臓 器

では総 べて3代 で100% CPEを 示 し, 7日 後 の動

物では3日 後 の もの より稍, virus量 少 く,更 に11

日後の動物 では6代 で始 めてvirusを 認め た ことか

ら,明 らか にvirusが よ り減少 してい るものを考

え られ る.即 ちvirus接 種後3日 目頃にvirus量

が最高 に達す る もの と推測 され る.

表1　 新生仔 にVirusを 接種 した成績

表 の 記 入 法 は100% CPEを 示 し た 代 を アラ

ビア数 字 で 示 し, ( )内 の 数 字 は50% CPE

を示 した代を示 した. 6～7代 の終末 で100%

 CPEを 示 さなか った ものは その%で 示 した.

- CPEの 変 化 を 認 め な い も の

+ 20%,〓40%,〓60%,〓80%,〓

100%のCPEの 変 化 を 認 め た も の.

2. 生 後14日 目ハム ス ター にAdenovirus 12を

接種 した成 績

生後14日 目のハ ムス ター にAdenovirus 12を 接種

した動物 では接種後1日 目の臓器 か ら4～5代 で細

胞 の50%以 上 にCPEを 認 め,接 種 後3日 の動物

では4～6代 で細 胞の20%以 上 にCPEを 認 あ た

が,臓 器内のVirus量 は1日 後 の動物に比べて稍 々

少 い と推測 され る.而 して7日, 11日, 18日, 24日,

 30日 後の動物 か らは細胞 集落継代6代 までの間では

virusの 証 明は 出来なかつ た.

表2　 生 後14日 目にVirusを 接 種 した 成 績

3. 生 後45日 及 び65日 目 の ハ ム ス ター にAdeno-

virus 12を 接 種 した 成 績

生 後45日, 65日 目 の 動物 にvirusを 接 種 した もの

で は,接 種 後1日 目の もの,そ の 他 の もの も 総べ て

virusの 検 出 は 継 代6代 ま で の 間 で は 不 成 功 に終 つ

た.

総 括 及 び 考 案

著者 は第1及 び2編 に於 け る研究成績 か ら継代 も

比較 的簡単 で,而 も好成績 が得 られ ることを知つた

ので,斜 面寒天上細胞 集落培 養法 を用 いてAdeno

virus 12接 種動 物臓 器 か ら経 日的にvirusの 分離

培 養 を行つ たのであ るが,新 生仔 に接種 したもので

は, 1日, 3日, 7日, 11日 後 までの 臓器か らvirus

を証明す ることが出来 た.そ して臓器内virus量 の

最 も多い時期 は,接 種 後1日 ～7日 の間で あり,多

少virusは 増殖 す るもの と考え られ る.そ して18日,

 24日, 30日 後の 動物臓器か らは, virus分 離に成功

しな かつ た.尚30日 目に剖 検 した2匹 中2匹 に精系

周囲の骨盤 部に大豆大 の腫瘍 を認めた. (写真2)

生後14日 目の動 物にvirusを 接種 した ものでは1

日及 び3日 後の臓 器か らvirusを 証明す ることが出

来 た.そ して7日 以後 の臓器 からはvirusの 分離は

不成 功に終つ た.尚30日 目に剖検 した動物 には腫瘍

の発 生は認 めなかつた.

矢 部等3)の 行 つた年令別 ハムス ターに於 ける腫瘍

発生率 を見 ると生後5日 のハ ムスターにvirusを 接
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種 したものでは5/7, 8日 の もので は2/9, 14日 の も

のでは1/8に 腫瘍 の発生 を認 め, 21日 以後 の もので

は全 く発生を認めなかつた.著 者の実験で は14日 目

の動物ではvirus接 種後, 3日 間は少 くと も体 内に

virusの 存在 を確認 され,そ れ以上 を経過 した動物

か らはvirusを 証 明出来 なかつた ことか ら腫瘍の発

生の為にはvirusの 感染の成立が必要 であ らうと考

え られる,

結 論

年令別ハ ムス ターにAdenovirus 12を 接種 し経 日

的に殺して各 種の臓 器か ら斜面 寒天上 細胞集落培養

法を用いvirus分 離 を行 い次の成 績を得た.

1. 新生仔にvirusを 接種 した ものでは,接 種後

11日 までの臓器か らvirusを 分離す ることが 出来 た,

そ して臓 器内virus量 の最 も多い時期は接種後1～

7日 の間であ り,多 少virusの 増殖 を来す.

2. 生 後14日 目の動物で はvirusを 接種 した後3

日まで の臓器 か らvirusを 分離す る ことが出来 た.

3. 生後45日, 65日 目の動物で はvirus接 種後24

時間 内に生virusは 消失 した.

4. 新生仔 にvirusを 接種 した もので は30日 後 に

剖検 した時腫瘍 の発生を認め たが,生 後14日 以上経

つてvirusを 接 種 した もので は之 を認 めなかつ 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 に謹んで謝意を捧 げます.
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ABSTRACT

Since the discovery that adenovirus type 12 inoculated into newborn hamsters develop tumor 

in a high percentage of the animals, other types 18, 7 and 31 were also found to induce 

tumors to a lesser extent. In the elucitaion of the mechanism of carcinogenesis due to virus 

the study of changes in virus growth appears to be most important. For this reason, adeno-

virus type 12 was inoculated to hamsters ranging in age from newborn to 14, 45 and 65 days old. 

These animals were sacrificed at diffe ent time intervals after the inoculation, and the kid

ney, liver, peritoneum and lung were removed, and examined for virus. For the detection of 

virus in these organs, the method of s'ant agar culture was employed as it was found to be 

simple and easy to manipulated, as reported previously.

As a result it was found that:

1. In the inoculation of this virus to newborn hamsters, the virus could be isolated 

from various organs up to l1 days after the inoculation. In this instance, the virus was found 

to be most active in the organs 1-7 days after the inoculaticn, indicating some proliferation 

of the virus.

2. With the hamsters 14 days old, it was possible to isolate the virus for 3 days after 

the inoculation. 

3. In the case of animals 45 and 65 days old, the virus disappeared within 24 days of 

the inoculation. 

4. In the inoculation of the virus to newborns, the tumor growth was noted at autopsy 

30 days later, while no tumor could be observed in those animals over 14 days old.
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