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Abstract

Gregory strain of ECHO virus type 11 contained two types of plaque variant

viruses. The distinguishable characteristics between them are presented as follows:

the properties of large plaque (Lp) variant virus are that 4.0 to 6.0 mm in diameter

of plaque size, less titer of the virus produced in infected HeLa cells than that of

small plaque (Sp) variant virus, poor adsorption onto HeLa cells, weak cytopathoge-

nicity, thermolability at 50℃, sensitivity to the interferon-like substance prepared

from culture fluids of Sp virus carrier HeLa cells and to be easily neutralized with

anti-Lp and anti-Sp rabbit serum are observed. On the other hand, the peculiarity

of the Sp variant virus is that 0.5 to 1.0 mm in diameter of plaque size, high adsor-

ption onto HeLa cells, intensive cytopathogenicity, thermostability at 50℃, weak

sensitivity to the interferon-like substance and remarkable breakthrough-phenomenon

are demonstrated.
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はじ めに

ECHOウイルス 11型は無菌性髄膜炎や発疹症の原

因ウイルスとして知られ我国でも上記症状を示した患

児の散発例から本ウイルスの分離が報告されている

〈多ヶ谷 1970).

また本ウイルスは組織培養細胞を用いた風疹ウイル

スの増殖を知るための干渉ウイルスとして日常使用さ

れ，そのウイルス原株は広く各地の研究機関や検査部

門の施設で保存され実験に供されている現況である.

著者は ECHOウイルス 11型と HeLa細胞の系に

おける持続感染の機作に関する研究経過中に ECHO

ウイルス11型の原株に plaqueの大きさを異にする 2

種の変異ウイルスが混在しているのを認めた.これら

のこ種の変異ウイルスは HeLa細胞に対する変性効

果や耐熱性.特に変異ウイルスの持続感染細胞が産生

するインターフェロン様物質に対する感受性などで相

互に著しく異った性状を有していることを知った.

上記の変異ウイノレスの性状に関する研究は ECHO

ウイルスによる持続感染の解析や腸管系ウイノレス相互

の感染様式の分析的考察に重要な資料を提示するので

以下にその実験成績を報告する.

実験材料 と実験 d方法

ウイルス ECHOウイルス 11型 CGregory株〉

は国立予防衛生研究所腸内ウイルス部から風疹ウイル

ス M 33株は熊本，化学及び血清研究所からそれぞれ

分与をうけた.

細胞 HeLa細胞及びミドリザル腎細胞の初代及

び二代継代培養のものを用いた.前者は当研究室で継

代されたものであり，後者は熊本化学及び血清研究所

から使用のたび、に分与を受けた HeLa細胞は 10%

牛血清加 Hanks液， ミドリザノレ腎細胞は 10%牛血

清加 Eagle液で培養し，維持培地は HeLa細胞には

2%仔牛血清加 Hanks液， ミドリサ守ル腎細胞には 2

M仔牛血清加 Eagle液を使用した.

Plaque法 Barron等(1965)の方法に準じて

行った. 50 mlの Plaque用培養瓶で培養された単層

の HeLa細胞を puck液で二回洗樵後ウイルス液

0.2 mlを加え 37'C 1時間吸着・した. 吸着後2%仔

牛血清， 1 % Difco Noble寒天， 0.1%酵母エキス，

0.5%ラクトアルブミン水解物加 Earle液を 4.5ml 

ずつ一次重層した. 3TCで 6日間静置培養した後，

0.1%中性紅溶液 16.5mlを上記一次重層寒天培地

200 ml に加えたものを 4.5mlず、つ二次重層し， 20'C 

一夜保った後 plaqueの性状を観察すると共にその

数を算定した.

Plaque変異ウイルスの純化: 発育培地を除いて

Puck液で洗撫した HeLa細胞の単層培養に ECHO

ウイルス11型保存株の 10倍階段稀釈液 0.2mlを加

え上記の plaque法に従って培養した.この際，生じ

た大，小二種の plaqueの中心を白金耳で穿刺し維持

培地に替えた HeLa細胞培養の試験管に接種し， 37'C 

で培養した. 増殖したウイルスを再び単層培養の

HeLa細胞を用い plaque法を行った.本法を数回反

覆して単一性状の plaqueのみ出現することを確かめ

て plaque変異ウイルスの純化株とした.

一段増殖実験: 発育培地をすてて， Trypsin消化

し Puck液で、洗撫した HeLa細胞を維持液に再浮辞

したものを二分し，それぞれに大小の plaqueを示し

た変異ウイルス液を moi=lの割合に加え， 37'Cの

恒温槽の中でゆるやかに振還しつつ 1時間吸着感染し

た. これに 10倍稀釈抗血清を等量に加え 3TC30分

保って未吸着ウイルスを中和し，再び遠心洗樵して維

持培地に再浮、治した.この感染細胞浮瀞液を 5mlず

つ，予め温めておいた 50ml容の plaque用培養瓶に

分注し 3TCに静置して培養した.その後，所定の時

間に2本ずつ取り出して維持液を別に保存した後，細

胞を Ruber-policemanで剥離し新しい維持液 5ml 

に再浮瀞してウイノレス量の測定に供するまでー70'C

に保存した. ウイルス量の測定は HeLa細胞培養の

試験管法で、行った.保存した培養維持液及び細胞の凍

結融解遠心上清(富永製No.90UV冷却遠心機 No.

30ロータを使用 7000r. p. m. 30分遠心上清〉をそれ

ぞれ 10倍階段稀釈し その 0.2mlずつを接種し

た. Plaque法では吸着・後一次寒天培地を重層した後，

6日後に二次寒天を重層し，生じた plaqueを算えた.

試験管法ではそのまま 3TCに培養 4日目に細胞変

性の有無を指標として観察し，ウイルス量はし、ずれも

Reed and Munch法で算定した.

吸着試験: 単層の培養細胞を使用した実験で、は，

plaque用培養瓶の HeLa細胞培養を Puck液で洗

樵し これに 1∞PFU/0.5mlのウイルス液を加え
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3TCで、所定の時間吸普させた. 本法では未服着ウイ

ルスを算定するため，培養液を別に -70'Cに保存し

た. 所定の時間， ウイノレスの吸着を行った細胞は

Puck液で再び洗糠して一次寒天を重層し 3TCで6

日間培養した後，二次寒天培地を重層， 20
0Cにて一

夜保った後 plaque数を算えた.浮説細胞を使用した

実験では単層培養の HeLa細胞を Trypsinで消化，

洗慌し，維持液に再浮瀞したものに moi=lの割にウ

イルス液を加え 37
0

Cの恒温槽で振還し所定時間吸着

させた. これを富永製 CR-85E遠心機で 1500回転

15分間遠心し上清中の未吸着ウイルスを plaql1e法で

算定したほか，沈涯の細胞は維持液に再浮排して予め

plaque用培養瓶に単層培養された HeLa細胞の上に

移しそのまま一次寒天を重層し常法の plaque法で培

養した.

変異ウイルスによる細胞変性効果の比較: 維持培

地に再浮瀞した HeLa細胞に moi=0.45の割合に

ウイルス液を加えそのまま 5mlずつ培養瓶に分注し

3TCに静置培養した.所定日数毎に培養瓶2本ずつ取

り出し維持液を除き静かに洗携した後ガラス壁に附着

している細胞を Trypsin消化して集め血球計算盤で

その数を算えた.

実

Plaque変異ウイルスの分離 ECHOウイルス 11

型として保存されている標準株の Gregory株は Fig.

1aに示された様に直径 4.0~6.0mm “Large plaque 

variant (Lp)"及び直径 0.5，，-，1.0mm“Small pla-

que variant CSp)" の plaque性状を示す 2種の変

異ウイルスが認められ， 当研究室保存の原株では Lp

ウイルスは1.6x103PFU/0.2 ml， SP ウイルスは

8.4x104/O.2 mlの割合に含まれ，その比は Lp:Sp 

=1: 52であった. 既述のように HeLa細胞を用い

て変異ウイルスを plaque純化したが， それらは 60

代継代を重ねても Lpウイノレス及び Spウイルスが

相互に混在して出現することなく純化した 2種の変異

ウイルスは HeLa細胞で継代する限り同一形態の

plaqueのみ出現しその plaque性状は安定している

ことがうかがわれた (Fig.1a， lb， 1c). 

変異ウイルスの HeLa細胞内増殖:浮瀞細胞を用

いて moi=lで感染を行った擦の一段増殖実験の成

績は Fig.2である Lp及び Sp変異ウイルスは細

胞内ウイルス量及び放出ウイルス量とも 4時間目から
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熱抵抗試験: 単層培養の HeLa細胞にウイルス

を接種し充分に細胞変性が発現した後細胞を Ruber-

policemanで剥離し， 低速遠心によって集めた沈査

の細胞を MgClz及び CaClz を除いた燐酸緩衝液に

浮瀞し再び数回遠心洗携した後，同液に再浮砕した.

これを凍結融解し，その遠心上清(一段増殖実験の場

合に準じた方法〉をウイノレス液として供試した. この

ウイルス液 1mlずつを試験管に分注し 50Cの浴槽

で振蓋しつつ加温L，所定時間後に2本ずつ試験管を

取り出して直ちに氷冷した後， -70Cに保存した.

ウイルス量の測定は HeLa細胞を使用した試験法に

よった.

免疲血清の作成と中和試験 Plaque純化したウ

イルス液 (Lpは 106PFU/ml， SPは 6x106PFU 

/ml)の 5mlを 1週間隔で家兎に 3回静注し，最終

注射から 10日後に採血した.

中和試験には試験管培養の HeLa細胞を用い， 抗

血清及びウイルスの混液を 37
0

C 1時間保った後，そ

の 0.2mlずつを各稀釈 3本の細胞培養の試験管に接

種し 逐日細胞変性の程度を観察した. そして 100

TCID5o/0.2 ml を中和するに要する抗血清の最高稀

釈度を中和抗体価とした.

験 成 績

急上昇するのが認められるが Log10の指数を指標と

して細胞内ウイノレ 4ス量をみると 4時間目 Lp3.75， Sp 

4.75， 8時間目 Lp4.50， Sp 5.50， 14時間目 Lp

4.75， Sp 6.0， 24時間目 Lp5.50， Sp 6.75と Lp

ウイルスの増殖は Spウイルスのそれに比べてわず、か

に低い値を示している.しかし放出ウイルスは 4時

間呂 Lp4.25， Sp 4.50， 14時間目 Lp4.50， Sp 

5.25， 24時間目 Lp5.25， Sp 5.50であって， ウ

イルスの放出にはほとんど差がないことを示してい

る

変異ウイルスの HeLa細胞への吸着:成績は Fig.

3に示されるが実験1では単層培養細胞を実験2では

浮説細胞を使用した場合で、ある.いずれも同様の傾向

を示し Sp ウイノレスの吸着率は 10分で 44~67.7% ，

20分で 68"-'70.5%，60分で 73~88.8%， Lpウイノレ

スは 10分で 13.3%.20分で 26.3%，60分で 37.7%

を示し Lpウイノレスの HeLa細抱への吸着は Spウ

イルスのそれに比べて著しく悪いことが明らかであっ

た
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Fig . 18 Plaque formation of 
ECHO virus typ~ H , 
Gregory stra in. 

Fig , l b . Large plaque format ion 
of plaque purified 
stra in. 

Fig . 1 c Small plaque format ion 
of plaque purified 
stra in. 
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変異ウイルスの細胞変性効果: Lp及びSp変異

ウイルスをそれぞれmoi-0.45で浮併HeLa細胞に

感染し37℃で静置培養した後ガラス壁に附著し増

殖する細胞数を算定した結果をFig. 4に示した. Sp

変異ウイルスによる細胞変性ほ著明で3日目では1 ×

lOVml以下の生残細胞数であったが, Lp変異ウイ

ルスでほ1､1xlO5/mlの細胞がなお算定さ21た. 3

日目の培養液内のウイルス生産量ほSp及びLp変

異ウイルスともそれぞれ　2.4×106 PFU/ml, 2.0×

106 PFU/mlを示し放出ウイルス量には大差を認め

なかった､
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Fig. 4. Cytopathic effect of Lp and Sp variant
viruses to HeLa cells.

O O Lp variant virus
A A Sp variant virus

変異ウイルスの熱抵抗性: Lp及びSp変異ウイ

ルスをMgCl2�"6H2O及びCaCl2　が添加された燐

酸緩衝液に浮沸した場合60℃ 30分の加熱でほウイル

ス量の低下ほほとんど認められず,腸管系ウイルスー

般の性状を示した.しかしMg及びCaイオンを除

いた燐酸緩衝液を用いた場合Lp変異ウイルスほ50℃

15分でほとんど不活化され, 101.5　TCIDso　以下を

示し, Sp変異ウイルスほ非加熱で105.5 TCIDso/

ml, 50℃ 20分加熱で104､o TCIDso/mlを示し,

両変異ウイルス間に著しく耐熱性に差が認められた.

Fig. 5∵ d線P6定閠feet ｡f heat ｡n i室岳岳i円｡岳貞
and Sp variant viruses.

0　｢　O Lp variant virus

△-…･△　Sp variant virus

変異ウイルスの血清学的性状:Lp及びSpウイ

ルスとその抗血清の組合せで行った中和試験の成績ほ

Tablelである.本表で特に注目されることほ,抗

Lpウイルス血清はLpウイルス及びSpウイルスと

もよく中和するが,抗Spウイルス血清によってLp

ウイルスはよく中和されるにもかかわらず,自原の

Spウイルスは却って中和され難いことである.即ち,

Spウイルスほ自原の抗血清による中和の場合,著し

いbreakthrough現象を認め,培養5日目では僅か

に10倍稀釈血清でのみ中和された.

Table.1.NeutralizationtestbetweenLpor
Spvariantvirusandhomologous

orheterologousantiserum.

antiserumagainst

LpvirusSpvirusL報LpvirusSpvirus

incubationdays

---叫忍｢㌢立㌢÷

ト[':てヒO1･'.(IIC)()帥_｣t)l''

Theinoculationof100TCIDsoof王,pandSp

variantvirushavebeenpresentedcomplete

celldestractionatthe4thdayafterinocula-

tion.

iss
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変異ウイルスのインターフェロセ樺物質に対する感

受性:次報で詳細に述べられるがSp変異ウイルス

の持続感染細胞で102代継代で既にウイルスの放出を

認めなくなった細胞の培養液中にはインタ｢フェロソ

様活性があることが判った.インタ｢フェロソの調製

は常法に従って上記の培養液から作成した試料を用い,

その10倍稀釈溶液で処置したHeLa細胞培養にそれ

ぞれSp　ウイルス及びLp　ウイルスを感染し24時間

後のウイルス産生量を測定した. Table　2　にみるよ

うにSp　ウイルスでは16%, Lp　ウイルスは68%以

上ウイルス産生が抑制され上記の試料のインターフェ

ロソ様活性に対するLpウイルスの感受性ほSpウイ

ルスのそれより著しく高いことが判った.

風疹ウイルスの増殖と変異ウイルスの被干渉能:

ミド1)ザル腎培養細胞に風疹ウイルスM 33株を感染

させ4日間培養後,維持液を更新してさらに4日間培

養後, Lp及びSpウイルスをそれぞれ100TCIDso

及び1000 TCIDsoを接種し細胞変性の有無を観察し

た.風疹ウイルスを接種していない細胞でほLp及び

Sp　ウイルスによるCPEは4日日に完全に発現した

が,風疹ウイルスが増殖している試験管ではLp及び

SpウイルスによるCPEほ発現せず,風疹ウイルス

によるLp及びSpウイルス増殖が干渉されるのを

認めた. (Table 3)

Table 2. Effect of interferon-like substance on
the yield of Lp and Sp variant viruses
in HeLa cells.

HeLa cells virus 24 hours % ofdecrease

16%

68%

treated with IF
not treated

Sp
Sp

3 . 17 x l()4PFU/ml

3.73 x lQ4PFU/ml

treated with IF
not treated

Lp
Lp

2 .35 x l04pFU/ml

7.25 x i04PFU/ml

IF interferon-like substance.

T able 3. Interference of rubella virus to the
infection of Lp and Sp variant viruses
in Green monkey kidney cells.

first challenge
virus

second challenge
virus

degree
of CPE

rubella

rubella I Lp variant

Lp variant

rubella Sp variant

Sp variant

0

1-

0

1-

: complete cell destraction.

考　察　と　ま　と　め

ECHOウイルスの中には同一ウイルス型に属しな

がら抗血清に中和される程度が異なる変異株が知ら

れ,特にECHOウイルス4型及び6型について詳し

いが, ECHO　ウイルス2, 5, 7, ll, 13, 15, 17, 22,

24, 25, 29, 30及び31型にも同様の現象が認められ

日常行う検査に当ってECHOウイルスの同定の際,

特に留意すべきことが指摘されている(多ケ谷,下条,

中野他1967).しかし,これらの血清学的性状の変

異の経験以外にECHOウイルスの変異に関する基礎

的研究は意外に少く, Karzon, Pollock, and Barren

(1959), Barren and Karzon (1965), Suto, Karzon

and Bussell (1965)の　ECHO　ウイルス6型に関す

る一連の研究とBarren and Karzon (1961)による

ECHOウイルス4型に関する研究をみるにすぎない､

ECHOウイルス11型のサル腎細胞継代に伴う変異に

関して須藤(1963)がECHOウイルス6型の変異に

類似の現象を認めると指摘してはいるが,それらにつ

いての詳細な記載を欠いでいるので明らかでない･

著者ほECHOウイルス11型の感染形式の追究を目

的としたECHOウイルス11型の持続感染に関する研

究を進めるうち,須藤(1963)が指摘したと思われる

plaque変異ウイルスがECHOウイルス11型の標準

株であるGregory株に混在するのを認めた　ECHO

ウイルス11塑の標準株は1965年当研究室で分与をう

けて以来HeLa細胞で継代し保存ウイルス株として

取扱っている.従ってBarren and Karzon (1959)

が明らかにしたECHO　ウイルス　4型のPesascek,

Du Toit　及び　Shropshire　の各棟の性状変異や

Barren and Karzon (1965)によって記載されてい

るECHOウイルス　6型のm及びm+変異ウイル

スがサル腎細胞で継代された場合の所見であるのと事

情を異にしている･

サル腎細胞を用いて風疹ウイルスの増殖によるLp

及びSpウイルスの被干渉能は細胞変性を指標とする
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限り両者の聞に異った態度はみられなかったが，風疹

ウイノレスによって産生されるインターフェロンに対す

る Lp及び Spウイルスの態度については明らかで

ない.

一方 plaqueの形態性状を基にして ECHO11， 

4， 6， 各型の変異ウイルスについて比較対比すると

ECHOウイルス 11型の Lpウイルスは plaqueの

性状では ECHO6型の B-phaseである m+変異ウ

イルスや ECHOウイルス 4型の DuTrit株に相当

し，細胞変性作用が弱く，細胞内ウイルス量が低いな

どの点では類似の傾向といえる.

また ECHOウイノレス11型の Spウイルスは ECHO

ウイルス 6型の S-phaseである m 変異ウイルスや

ECHOウイルス 4型の Pesascek株や Shropshire

株に相当し細胞変性作用が強く高い感染価を示すなど

の点では同様の傾向である.

Lかし， ECHOウイルス11型の Lp及び Spウイ

ルスの血清学的性状は， ECHOウイルス 4型や 6型

の場合とやや趣を異にしている.即ち ECHOウイル

ス6型の S-phase(m変異ウイルス〉は白原抗血清

ではよく中和され， B-phase (m+変異ウイノレス〉の

抗血清では中和され難いが， m+変異ウイルスは両血

清でよく中和されることが述べられている_ (Barron 

and Karzon， 1959， 1965). しヵ、L， ECHOウイ

ルス 11型の Spウイルスは白原の抗血清では break-

throughが著しく中和され難いにもかかわらず， 抗

LPウイルス血清で、 Lpウイルスの場合と同じく却っ

てよく中和される特異な現象を示した.一方 Lpウ

イルスは自原のみならず抗 Spウイルス血清で、もよく

中和された.これらの所見は ECHOウイルス 6型の

S-phase と Spウイノレス及び B-phaseと Lpウイ

ルスとはそれぞれ plaque性状では類似であったが，

血清学的性状では全く逆の立場をとっていることを示

している.

以上の所見から， ECHOウイルス 11型の同定には

Spウイルスを考慮した上で、抗 Lpウイルス血清を使

用する必要があると考える.

著者が今回明らかにした ECHO11型ウイルスの

plaq'J.e変異株の性状をまとめると次のようである.

1 Lpウイルスの性状

(1) plaque の大きさは 4.0~6.0 mmである.

(2) HeLa細胞内のウイルス量は Spウイルスより

低いが，放出ウイノレス量は Spと変らない.

(3) HeLa細胞への吸着は著しく悪い.

(4) HeLa細胞に対する変性作用は弱い.

(5) 50'C 20分の加熱 (Ca，Mgイオンを除いた緩

衝液)で著しく不活化される.

(6) Rubellaウイルスによる被干渉は著明である.

(7) Interferon様物質に対して感受|生である.

(8) breakthrough現象はない.

(9) 抗 Lpウイルス血清は白原ばかりでなく Spウ

イルスをも良く中和する.

2 Spウイルスの性状

(1) plaqueの大きさは 0.5，......，1.0mmである.

(2) HeLa細胞内のウイルス量は Lpの 10倍以上

であるが放出ウイルス量は Lpと変らない.

(3) HeLa細胞への吸普はよい.

(4) HeLa細胞に対する変性作用は強い.

(5) 50'C 20分の加熱 (Ca. Mgイオンを除いた緩

衝液)では不活化され難い.

(6) Rubellaウイルスによる被干渉は Lpと同じく

著明である.

(7) Interferon様物質に対する感受性は弱い.

(8) breakthrough現象は著しい.

(9) 抗 Spウイルス血清で、も Spウイルスは中和き

れ難い.

稿を終るに当り福見前教授の御指草に感謝し，本研究に関する直接の御指導，御校聞を得た林教援

に深甚の謝意、を表します.
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