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1. 背景と目的 

細胞培養法と PCR 法を組み合わせた Integrated 

cell culture-PCR（ICC-PCR）法は、環境水中の

感染性ウイルスを検出するための手法として開発

された 1）。従来から感染性ウイルスの検出に用い

られてきた細胞培養法では、感染性ウイルスの検

出までに数日以上要する他、細胞変性効果

（Cytopathic effect: CPE）を生じないウイルスに

は適用できない等の問題があったが、ICC-PCR

法では 24 時間程度で検出可能であり、また CPE

を呈さないウイルスにも適用可能である。また、

ICC-PCR 法には標的ウイルスを培養細胞で増殖

させる過程が含まれることから、感染性ウイルス

と不活化ウイルスを区別することができない PCR

法の弱点が克服されている。 

しかしながら、実際の環境水サンプル中には複

数種のウイルスが同時に存在する可能性があり、

1 つの細胞に複数のウイルスが感染すると一方あ

るいは両方の増殖が抑制される現象（ウイルス干

渉現象）が生じることが知られている 2）。したが

って、複数種のウイルスが含まれる環境水サンプ

ルに ICC-PCR 法を適用した場合、細胞培養時に

ウイルス増殖が抑制され、本来存在しているはず

の感染性ウイルスの検出が困難となる可能性があ

る。しかしながら、ICC-PCR 法ではこのウイル

ス干渉現象による影響が全く考慮されていないの

が現状である。 

そこで本研究では、２種類のウイルスが含まれ

るサンプルに ICC-PCR 法を適用し、ウイルス干

渉現象が ICC-PCR 法による感染性ウイルスの検

出に与える影響を評価することを試みた。 

 

2. 実験方法 

2.1 細胞培養及び試験ウイルス 

試験に用いる培養細胞として Buffalo Green 

Monkey 腎細胞由来継代細胞（BGM 細胞）を使

用し、試験ウイルスはエンテロウイルス 71

（EV71）とアデノウイルス 40（AdV40）を用い

た。 

2.2 定量 PCR 法 

25cm2フラスコに 80％コンフルエントで播種し

た BGM 細胞に EV71 と AdV40 を単独もしくは

混合して接種し、ウイルス接種後 1、8、24、

48、及び 72 時間後に培養上清を採取した。得ら

れた培養上清から遺伝子を抽出し、EV71 及び

AdV40 由来の遺伝子を標的とした定量 PCR によ

ってそれぞれのウイルス由来遺伝子量を測定し

た。接種したウイルスの濃度は、１宿主細胞あた

りに接種したウイルス感染価である Multiplicity 

of infection（MOI）で 10-3もしくは 10-5となるよ

うに調整した。 
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3. 結果及び考察 

図 1 に EV71 と AdV40 を単独もしくは混合接

種した際のウイルス遺伝子増幅に関するグラフを

示した。MOI = 10-3での AdV40 由来の DNA 量

（図１A）は、単一感染と比較した場合、8 hours 

post infection（hpi）から徐々に増殖に差が表

れ、72 hpi ではコピー数の差が 100 倍以上となる

顕著な変化が見られた。MOI = 10-5での AdV40

由来の DNA 量は、単一感染と比較した場合、ゆ

っくりではあるが遺伝子量に差が表れ、こちらも

72hpi では 10 倍以上の差が見られた。反対に、

EV71 に関しては、ウイルス濃度や混合接種の条

件に関わらず単独接種の場合と同レベルのウイル

ス遺伝子増幅が見られた。ICC-PCR 法を環境水

サンプルに適用する場合、サンプル接種後 24 時

間後に培養上清を分析することから、今回の結果

のように 24hpi でのウイルス増殖が抑制される場

合にはウイルスの過小評価に繋がり得る。 

 

4. 結論 

アデノウイルスは ICC-PCR法の標的ウイルス

になることが多いことから、本研究の結果は、エ

ンテロウイルスの存在下では感染性アデノウイル

スの検出を見逃す可能性があることを示してい

る。複数ウイルスの存在を確認するための手法と

組み合わせるなどの工夫が今後必要になると考え

られる。 
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図１. BGM 細胞培養上清中のウイルス由来遺伝子

濃度．A，C）AdV40、 B，D）EV71  

（H：AdV40 接種, E：EV71 接種, M：同時接種） 

 

0

5

10

H M H M H M H M H M

1h 8h 24h 48h 72h

MOI=-3

Lo
g［

co
p
ie
s/
m
l］

A

0

5

10

E M E M E M E M E M

1h 8h 24h 48h 72h

MOI=-3

Lo
g［

co
p
ie
s/
m
l］

B

0

5

10

H W H W H W H W H W

1h 8h 24h 48h 72h

MOI=-5

Lo
g［

co
p
ie
s/
m
l］

C

0

5

10

E M E M E M E M E M

1h 8h 24h 48h 72h

MOI=-5

Lo
g[
co
p
ie
s/
m
l]

D

平成29年度　土木学会北海道支部　論文報告集　第74号


