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緒 言

単純ヘルペ スウイルス(HSV)の 潜 伏感染1) 2)

の機構については, in vivoな らびにin vitro

の実験 を通 じ,著 しい数の報告がなされている

が,依 然 として多 くの謎に包まれたままである.

また,現 在に至って も,生 体 でみられる潜伏感

染と同様の機構に基づ く現象を, in vitroで 再

現することは不可能であ り,従 って,潜 伏感染

機構の解明には動物実験は不可欠なもの となっ

ている.し かしなが ら,ヒ トから分離直後のHSV

は一般に神経毒 力が強 く,ウ イルス接種後動物

が感染死する恐れが多分 にある.感 染の急性期

におけ る動物の死亡は,以 後の実験の続行を不

可能な もの としてしまう.

他 方,長 期間in vitroで 継代 された研究室株

の神経毒力の程度については,強 弱多様 なもの

がある3) 4).従 って, in vitroで の ウイルス定量

に基づ いて,実 験動物への接種感染価 をほぼ一

定に揃えて も,強 毒株による動物死は避けるこ

とができず,こ のために本来各ウイルス株が有

している筈の固有の潜伏能について,ウ イルス

株間で比較考察す ることは至難のことである.

本研究では,上 記の問題点 を克服するために,

実験動物を死亡 させ る危険性が少ない弱毒株を

用いて,単 純ヘルペ スウイルス1型(HSV-1)

の潜伏感染を樹立す る実験系について検討した.

また,実 験動物に接種す るウイルスの感染価を

一定にして,弱 毒株間の再活性化可能な潜伏感

染能の比較を行い,株 間で明 らかな差異がある

ことを見いだ した.さ らに,こ の株間の差異の

原因について検討を加 えたので併せて報告する.

材 料 と 方 法

1. 細 胞 とウイルス

宿主細胞 として, Vero細 胞 を用 いた. Vero

細胞 の増殖には, 5%の 新 生仔牛血清(NCS)

を含 む最低必須栄養培地(MEM)を 用 い,そ の

維持には, 2%のNCSを 含 むMEMを 用 いた.

この細胞の増殖 と維持 は37℃ で行 った.

ウイルスは, HSV-1のF5), SKO-1B6)お よ

び深山・-GCr7)の 各株を用いた.マ ウスの腹腔内

および鼻腔内に接種 した場合, F株 はマウスに

対 して強毒 であ り, SKO-1B,深 山 ・-GCr両

株 は ともに弱毒である6) 8) 9)(F, SKO-1Bお よ

び深山 ・-GCrの 各株 をICRマ ウスに鼻腔内接

種 した際のLD50は,そ れぞれ, 103.3 PFU/マ ウ

ス,>106.8 PFU/マ ウ ス,>108.2 PFU/マ ウスであ

る6)).

ウ イルス接種材料は,先 に記述 した方法で準

備 した6).

ウ イルス接種材料の感染価測定は,抗 体含有

維持培地 を用いたブラック法によって行った10).

2. マ ウスへのウイルス接種,接 種マウスの生

存率の測定および潜伏ウイルスのin vitro

再 活性化の検出

実験動物には,雄, 5週 齢 の非近交系ICRマ

ウス(チ ャールズ リバー社か ら購入)を 使用 し

た,マ ウス鼻腔内へのウイルス接種 とウイルス

接種マウスの生存率測定は,以 前に記述 した方
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法で行った6).

潜 伏 ウイルスのin vitro再 活性化の検出には,

以 前に記述 された方法81)に従 い,ウ イルスを接種

したマ ウスの両側の三叉神経節(TG)を 単 層培

養Vero細 胞 と共生培養するこ とによって行っ

た.共 生培養に使用 した単層培養Vero細 胞 に

細胞変性効果が認められたTGを 陽性のTGと

した.潜 伏ウイルスのin vitro再 活性化の有無

について検討 した全TG数 に対する陽性TG数

の割合(再 活性化 ウイルスの検出率)に よって

各HSV-1株 の再活性化可能な潜伏感染能を評

価 した.

潜伏 ウイルスの再活性化の人為的な促進には,

上 述の共生培養 を行 う際に,共 生培養開始直後

か ら5日 間だけ,維 持培地中に2mMの ノルマ

ル酪酸ナ トリウム(シ グマ社か ら購入)を 添加

す ることによって行った。

3. Acyclovirに 対 する感受性試験

Acyclovir(ACV)(シ グマ社か ら購入)に 対

す る感受性試験でのウイルス感染価測定は, 2

%メ チルセルロース含有維持培地を用いたブラ

ック法によって行った11).同一 感染価 を接種 して,

 ACV非 存在下, 1μMのACV存 在下および

20μMのACV存 在 下で形成 されたブラック数

を測定 し, ACV非 存在下で形成されたブラック

数 に対す る各濃度のACV存 在下で形成 された

ブラック数の百分率 によって,各HSV-1株 の

ACVに 対 する感受性 を評価 した.

結 果

1. 潜伏 感染TG作 製 におけ る強毒株 と弱毒株

の比較

最初に,強 毒F株 を接種 されたマウスの生存

率 と,生 存 したマ ウスのTGか らの再活性化 ウ

イルス検出率 について検討 した.ウ イルス接種

後4週 間以上生存 したマウスの割合は,接 種 ウ

イルスの感染価 を増加させ るにつれて減少 し,

 104.5 PFU/マ ウス以上の感染価のウイルスを接種

した場合,19%以 下 に低下 した(表1A).一 方,

少 な くとも10%以 上 のTGに ウイルスの潜伏感

染 を生 じさせ るには, 104.5 PFU/マ ウス以上の感

染価のウイル スを接種す る必要があった(表1

B).従 って,例 えば,通 常の共生培養で再活性

化が可能なHSV-1潜 伏感染が成立したTGを

10個 作 製 しようと企画すれば,最 も効率が良い

105.5 PFU/マ ウスの感染価のウイルス接種条件下

でも, 27匹 以上のマウスが必要 とい うことにな

る.

次に,弱 毒SKO-1B株 を接種 されたマウス

を用いて同様の検討 を行った. SKO-1B株 を接

種 したマウスの生存率は102.5, 103.5, 104.5, 105.5,

 106.5 PFU/マ ウスのいずれの感染価のウイルスを

接種 した場合で も, 84%以 上 と高率 であった(表

2A).再 活性化 ウイルスの検出率 は,接 種する

ウイルス感染価 を増加 させ るにつれて上昇 し,

 106.5 PFU/マ ウスの感染価のウイルス接種時には,

 56%に 達 した(表2B).従 って,通 常の共生培

養で再活性化可能な潜伏ウイルスを含むTGを

10個 作製するためには, 106.5 PFU/マ ウスの感染

価のウイルス接種条件下で, 11匹 のマウスを使

用すればよい計算になる.

以上の結果 より,弱 毒株 を用いれば潜伏 ウイ

ルスを宿すTGを 効率良 く作製できることが判

明した.

表1　 F株 を接種 され た マ ウ スの生 存率 と生 存 した

マ ウ スのTGか らの再 活性 化 ウ イルス検 出率

A: F株 を接種 されたマウスの生存率

B: F株 接種後4週 間以上生存 したマウスのTGか らの再活性

化ウイルス検出率.

a):[(生 存 マ ウス数)/(全 マ ウス数)]×100.

b):[(ウ ィルス再活性化の認められたTG数)/(全TG数)]×100.

2. 弱毒株間で認められた再活性化 ウイルス検

出率の差異

潜伏感染の研究を行 うためには,再 活性化 ウ
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イルスの検出率に差のある複数の株 を選抜 し,

それらの株間で相違の認め られる諸性状につい

て検討することが必要である.そ こで, SKO-1B

株 とは別の弱毒株である深山・-GCr株 について,

再活性化 ウイルスの検出率 を測定 した.深 山 ・

-GCr株 を接種 したマウスの生存率は, 104.5, 105.5,

 106.5, 107.5 PFU/マ ウスのいずれの感染価のウイ

ルスを接種 した場合でも, 85%以 上 と高率であ

り(表3A),再 活 性化可能な潜伏感染能 を調べ

るのに必要なTG,す なわち,急 性感染期 を過

ぎても生き残ったマウスのTGを 容易に得るこ

とができた.ま た, SKO-1B,深 山 ・-GCr両

株 は共にマ ウスに対する致死率が低いために,

同 じウイルス感染価 を接種 した場合の再活性化

ウイルス検出率は,接 種するウイルス感染価の

多少にかかわ らず, 0か ら9%と 低 率であ り,

変化が少なかった(表3B).ま た, 106.5 PFU/マ

ウスのウイルスを接種 した場合に, SKO-1B株

の再活性化 ウイル検出率は56%と 比較的高率で

あったのに対 して,深 山・-GCr株 の それは9%

と低率 であ り,両 弱毒株の再活性化ウイルス検

出率は有意 に異なっていた.

表2　 SKO-IB株 を接種 さ れ たマ ウ スの生 存 率 と生

存 したマ ウス のTGか らの再 活 性化 ウイル ス

検 出率

A: SKO-lB株 を接種 されたマウスの生存率.

B: SKO-IB株 接種後4週 間以上生存 したマウスのTGか らの

再活性化ウイルス検出率.

a):〔(生 存マ ウス数)/(全 マ ウス数)]×100.

b):[(ウ イルス再活性化の認められたTG数)/(全TG数)]×100.

表3　 深山・-GCr株 を接種されたマウスの生存率 と

生存したマウスのTGか らの再活性化ウイル

ス検出率

A:深 山・-GCr株 を接種 され たマ ウスの生存率.

B:深 山 ・-GCr株 接種 後4週 間以上生 存 したマウ スのTGか

らの再 活性化 ウイル ス検 出率

a):[(生 存マ ウス数)/(全 マ ウス数)]×100.

b):[(ウ イルス再活性化の認められたTG数)/(全TG数)]×100.

表4　 抗 ウ イル ス 剤 に 対 す る 各 ウ イ ル ス 株 の 感 受 性

a):[(抗 ウ イル ス剤 存在 下 で の1ml当 りの ウ イル

ス感染 価)/(抗 ウイル ス剤 非 存在 下 で の1ml

当 りの ウ イル ス感染 価)]×100.

弱毒株の抗ウイルス剤に対する感受性

HSV-1の 再 活性化可能な潜伏感染能が低下

する原因 として, HSV-1の 持つ リボヌクレオチ

ド還元酵素やチ ミジン燐酸化酵素の活性の欠損

が報告されている12) 13) 14).これ らの酵素の活性が

欠損 した突然変異株は, ACVに 対する感受性が

変化 していることが報告 されている15) 16) 17).そこ

で,両 弱毒株について, ACVに 対 する感受性 を

調べ,両 酵素活性の変化 の有無について検討 し

た(表4).リ ボ ヌクレオチ ド還元酵素活性の欠

損 した突然変異株は1μMのACVに 対 して超

感受性であり15),またチ ミジン燐酸化酵素活性の

欠損 した突然変異株は20μMのACVに 対 して
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抵抗性 と報告 されている16).両弱毒株は標準 とし

た強毒F株 と比較 して, ACVに 対 して同等な

感受性を示 し,超 感受性でも抵抗性でもなかっ

た.従 って,両 弱毒株の両酵素活性は欠損 して

いないと判定 された.

表5　 潜伏感染状態にある深山・-GCr株 の再活性化

に対するノルマル酪酸ナトリウムの作用

a):[(ウ イルス再活性化の認められたTG数)/(全TG数)]×100.

4. 潜伏 感染状態にある深 山-GCr株 の再活性

化に対するノルマル酪酸ナ トリウムの作用

HSV-1の 再 活性化可能な潜伏感染能が低下

する原因として,上 記の酵素活性の欠損以外に,

 HSV-lの 前初期遺伝子群,す なわち,感 染の最

も早い時期に発現 される遺伝子群の機能低下が

報告 されている18).この前初期遺伝子群の発現を

高め, HSV-1感 染 に対 して非許容性である神経

芽腫細胞におけるHSV-1の 増殖を増大 させる

薬剤 としてノルマル酪酸ナ トリウムが知 られて

いる19) 20).ま た,こ の薬剤による処理がTGか

らの潜伏 ウイルスの再活性化 を増大 させ ること

も報告されている21),そ こで, 106.5 PFU/マ ウス

の深 山 ・-GCr株 を接種 したマ ウスのTGか ら

の ウイルス再活性化に対す るノルマル酪酸ナ ト

リウムの効果を調べた(表5).

再活 性化 した深山・-GCr株 の検 出率は,ノ ル

マル酪酸ナ トリウム処理を行 うことによって,

約10%か ら約50%へ と増加 した,こ の値は同一

感染価のSKO-1B株 を接種 したマウスのTG

か らの通常の再活性化ウイルス検出率(56%)

(表2)と 同等な値 であった.

考 察

通常の(再 活性化誘導のための薬剤処理を行

わない)共 生培養で再活性化が可能なHSV-1

潜伏 感染が成立 したTGの 作製効率は,強 毒F

株 より弱毒SKO-1B株 の方が2.5倍 高かった.

また,本 研究で検討 した接種 ウイルス感染価の

範囲内では弱毒株 を接種 したマウスの死亡率が

常に低率 であったので,接 種するウイルス感染

価 を一定にして弱毒株間の再活性化可能な潜伏

感染能 を比較す ることは容易 であった.以 上の

結果 より,適 度に弱毒化 したHSV-1株 の利用

は潜伏感染の研究に大いに役立つ もの と思われ

る.

SKO-1B,深 山 ・-GCr両 弱毒株の間に再活

性化可能な潜伏感染能について有為な差が認め

られた.両 株はACVに 対 して超感受性でも抵

抗性でもなかった.従 って,両 株間に認め られ

た再活性化可能な潜伏感染能の差は,両 株のい

ずれかにリボヌクレオチ ド還元酵素やチ ミジン

燐酸化酵素の活性の欠損が生 じたことによるの

ではない15) 16) 17).

深 山 ・-GCr株 の再活性化ウイルス検 出率は,

ノルマル酪酸ナ トリウム処理によってSKO-1B

株 と同等な高いレベルにまで上昇せ しめること

ができた.ノ ルマル酪酸ナ トリウムは, HSV-1

前初期遺伝子の発現を高めるこ とによって,神

経芽腫細胞におけるHSV-1の 増殖 を助け るこ

とが報告 されている19).従 って,深 山・-GCr株

の再活性化 ウイルス検 出率がSKO-1B株 のそ

れよりも低 いことの原因の一端は,こ の株の前

初期遺伝子が, HSV-1が 潜 伏感染するといわれ

ている神経細胞で,十 分に発現 していないこと

によるのか もしれない.

結 論

単純ヘルペスウイルス1型(HSV-1)の 潜伏

感染の研究に対する弱毒株の有用性について検

討 した結果,以 下の事柄が明らかになった.

1. 弱毒株(SKO-1B)を 使 用す ることによ

って,強 毒株(F)の 場合 よりも効率的に,ま た

大量のマウスを犠性 とす ることなく,潜 伏感染

した三叉神経節を用意することができた.

2. 2種 の弱毒株(SKO-1B,深 山 ・-GCr)

を使 用 し,ブ ラック法による定量によって同一

感染価の ウイルスをそれぞれマウスに接種 した

後,再 活性化可能 な潜伏 感染(reactivatable

 latency; RL)の 比率 を相互に比較 した ところ,

両 株のRL値 に有意の差のあることが認められ
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た.こ のRL値 の差 につ いて検討 した結果,以

下の事が示された.

1) 両 株 は, acyclovirに 対 して超感受性でも

抵抗性で もなかった.従 って,両 株のRLの 差

は,リ ボヌクレオチ ド還元酵素やチ ミジン燐酸

化酵素の欠損のためではない と判定 された.

2) 共生培養時に三叉神経節 をノルマル酪酸

ナ トリウムで処理す ることに よって, RLの よ り

低い株(深 山・-GCr)の 再 活性化 ウイルス検出

率 を, RLの よ り高い株(SKO-1B)の 再活性

化ウイルス検出率 と同様なレベルまで引き上げ

ることができた,従 って,神 経細胞における両

株の前初期遺伝子の発現量の差が,両 株のRLの

差 を生 じさせる原因の一つであることが示唆 さ

れた.
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The usefulness of avirulent strains of herpes simplex virus type 1 (HSV-1) in investigations 

of latency was examined. Trigeminal ganglia (TG) latently infected with HSV-1 were obtained 

more efficiently from mice inoculated with an avirulent strain, SKO-1B,than from those 

inoculated with a virulent strain, F. Moreover, utilization of two avirulent strains, SKO-1B 

and -GCr Miyama, allowed us to compare the rate of reactivatable latency (RL) in these 

strains. Cultivation of explants of TG recovered from mice inoculated with the same dose of 

either infectious virus revealed a significant difference in the rate of RL between the two 

strains. Both strains were revealed to be neither hypersensitive nor resistant to acyclovir, 

indicating that the difference in the rate of RL between the two strains was not due to any 

deficient activity of viral ribonucleotide reductase and/or thymidine kinase. The recovery rate 

of the -GCr virus from explants of TG latently infected with this virus was greatly enhanced 

by treatment of the explants with sodium n-butyrate during in vitro cultivation. As such, at 

least one of the mechanisms responsible for causing a very low rate of RL in TG infected with
 -GCr Miyama may be reduced expression of immediate-early genes of this virus in latently 

infected cells in vitro.


