
50

研究論文紹介

【背景】

　プラークアッセイ法は，生きたウイルスを定量でき

る唯一の方法であり，その最適な方法は細胞やウイル

スの種類によって異なる．

　Respiratory syncytial virus（RSV）は，1 歳以内

の小児における下気道感染の主原因である 1）．現時点

で，RSV に対するワクチンや治療薬は，抗 RSV F
モノクローナル抗体（Palivizumab）以外には存在し

ない．開発薬剤の有効性の適正な評価には，感染性粒

子の正確な定量を行うことが不可欠であるが RSV で

は形成されるプラークが小さく不明瞭で数の計測が難

しいため，定量がこれまで困難であった 2）．

　主に食品添加物として開発されてきたセルロース誘

導体 3）は，プラークアッセイ法における充填化合物と

して汎用されてきた．50-60 度での溶解と染色前に

剥がす作業が必要なアガロースよりも使い勝手が良く，

含有培地の調製が簡便である 2） 3）．そのなかで汎用さ

れているのは Carboxymethyl cellulose sodium salt
（CMC）であるが，Microcrystalline cellulose （MCC；
Avicel®） 4）を含むいくつかの新しいセルロース誘導体

が，充填化合物として注目されている．本研究では，

RSV お よ び 同 科 の human metapneumovirus
（hMPV）のプラークアッセイ法の最適化を試みた．

【方法】

　RSV は RSV long（genotype A），CH18537
（genotype B）を使用し，培養には HEp-2 細胞を用

いた．hMPV は臨床分離株（GenBank：AB251516）

を使用し，hTMPRSS2 発現 VERO-E6 細胞で培養し

た． 充 填 化 合 物 と し て CMC，Hydroxypropyl 
methylcellulose（HPMC），MCC，Hydroxyethyl 
cellulose（HEC）を検討した．

　まず，各セルロース誘導体を細胞に充填した後の細

胞数を測定し，加えてスクラッチアッセイを行った．

次に細胞播種 24 時間後にウイルス接種を行い至適濃

度に調整した各化合物を充填した．培養後，ホルマリ

ン固定しクリスタルバイオレットで染色し，プラーク

数を計測し，その性状を観察した．RSV は 6 日間，

hMPV は 7 日間培養した．

 統 計 学 的 解 析 は Brown-Forsythe 検 定， ま た

Prism 9（GraphPad Software, San Diego, CA, 
USA） を 用 い て，one-way ANOVA で 分 析 し，

Holm-Sidak’s post-test で群間比較を行った．p 値

が 0.05 未満の差を有意とみなした．

【結果】

1．セルロース誘導体が細胞増殖に及ぼす影響

　培養 6 日目に CMC，HEC，MCC で細胞増殖が抑

制されたが HPMC は全ての濃度で培地と同等の細胞

増殖を示した．

　MCC は不溶性で充填後に細胞が観察できないため

スクラッチアッセイから除外したが，CMC，HEC と

比較して HPMC 存在下ではスクラッチ後の細胞移動

距離が有意に増加していたため，HPMC は細胞増殖

への影響が少ないことが明らかとなった （Fig. 1A）
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2．RSV および hMPV におけるプラークアッセイ法

　RSV Long 株を使用したプラークアッセイ法では

1.0%（w/v）MCC と比較して 0.6 %（w/v）HPMC
存在下において，最も明瞭で計測可能なプラークが観

察された（Fig. 1B,C）．また，RSV CH18537 株に

おいても同条件下で辺縁明瞭なプラークが観察された 

（Fig. 1D）．

　RSVとは異なり，臨床分離hMPVを使用したプラー

クアッセイ法では 1 %（w/v）MCC の条件で辺縁明

瞭なプラークが形成された（Fig. 1E）．

【考察】

　HEp-2 細胞を用いた RSV のプラークアッセイ法の

最適化を行った．

　従来法のアガロース 2）では手技が煩雑であり，代替

として CMC は最も汎用されているが 4）, 5），粘性が高

く 3）今回の検討では HEp-2 細胞の増殖を妨げた．ま

た不溶性の MCC は培養中の観察が困難であり，

MCC と HEC では長期培養において HEp-2 細胞の

増殖を阻害したことから，6 日間の HEp-2 細胞培養

を要する本方法では MCC や HEC において細胞障害

が目立つと考えられた．一方で SARS-CoV-2 など，

他の細胞やウイルスでは MCC が適切な充填化合物で

あることが報告されている 5）．本研究においては，

hMPVがhTMPRSS2発現VERO-E6細胞では1 %（w/v）
MCCで明瞭なプラークを形成した（Fig. 1E）．従って，

最適な充填化合物はウイルスや細胞，必要細胞培養日

数によって大きく異なることが示された．

　結論として，0.6 %（w/v）HPMC は，HEp-2 細

胞を用いた RSV のプラークアッセイ法において最適

な充填化合物であることが明らかとなった .
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Fig．1. （A） 0.8 % CMC，HPMC，HEC 存在下でのスクラッチ後 0 時間（上段）および 24 時間（下段）の HEp-2 細胞．白い破線は細

胞単層の両端を示す．（B）0.6 %（w/v）HPMC および（C）1.0 %（w/v）MCC 存在下での RSV Long の連続 10 倍希釈液を感

染させた HEp-2 細胞のプラーク．（D）0.6 %（w/v）HPMC 存在下での RSV CH18537 株の連続 10 倍段階希釈液を感染させた

HEp-2 細胞のプラーク．（E）1 %（w/v）MCC，1 %（w/v）HPMC 存在下，さらに 50 nM actinomycin D（ActD）存在下で

の hMPV 臨床分離株の連続 10 倍段階希釈液（#1 － 3）を感染させた hTMPRSS2 発現 VERO-E6 細胞のプラーク．


