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ヒト横紋筋肉腫由来細胞(RD-18S 細胞)によるライノウイルスの分離について

菱沼郁美 柏原尚子 金成篤子 廣瀬昌子 三川正秀 大竹俊秀

微生物グループ

要 旨

ライノウイルスは風邪症候群の原因ウイルスとして 5 割以上を占めているといわれている．

ライノウイルスはヒト胎児線維芽細胞，胎児扁桃由来細胞などによる分離が一般的であるが，

我々は今年感染症発生動向調査事業において RD-18S 細胞（ヒト横紋筋肉腫由来細胞）よりラ

イノウイルスを分離した．遺伝子検出の手法を用いダイレクトシークエンス法により塩基配列

の決定，DDBJ の BLAST により相同性の検索を行いライノウイルスと同定した．現在 RD-18S
細胞はライノウイルスに特異的なレセプターを発現しているか，血清型により感受性に違いが

あるかを確認中である．
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はじめに

ライノウイルスは風邪症候群の原因ウイル

スの一つである．上気道からの感染によるも

ので鼻風邪ウイルスと呼ばれることもある．

血清型が 100 以上あり，何度もこのウイルス

に感染してしまうことが知られている．健康

な人がこのウイルスにかかると熱はなく鼻，

のどの炎症が主症状で 1 ～ 2 週間で軽快す

る．気管支喘息を基礎疾患として持っている

患児が，RS（respiratory syncytial）ウイルス

にかかると重篤な喘息発作を引き起こすこと

がこれまで知られているが，ライノウイルス

によっても喘息発作を引き起こすことが明ら

かになってきた．

ライノウイルスの検出は本県の場合過去に

(1984 年，85 年)に 2 症例の検出があったが，

この当時の使用細胞は GMK 細胞（アフリカ

ミドリザル腎細胞）での分離であった．

RD-18S 細胞（ヒト横紋筋肉腫由来細胞）

は，エコーウイルス，コクサッキーウイルス A

群の分離を目的とした細胞であるが，今年感

染症発生動向調査事業において，2 症例から

分離したので報告する．

症 例

ライノウイルスが検出された 2 症例を表 1
に示す．A 症例では相双地区で 2007 年 6 月

に採取された 7 ヶ月男児の咽頭拭い液から，

B 症例では郡山地区で 2007 年 7 月に採取さ

れた 10 ヶ月女児の咽頭拭い液，気管洗浄液

から検出された．

方 法

96 穴プレートを用い 34 ℃炭酸ガス培養を

行った．凍結融解後，2 代継代培養を行い，

CPE（細胞変性効果）を示す細胞から 25 ㎝ 2

フラスコで継代培養し増殖させたウイルス液

を用いた．

１ RD-18S細胞

RD-18S 細胞はヒト横紋筋肉腫由来の細胞

表1 ライノウイルスが検出された症例
症例 採取月日 分離ウイルス 診断名 年齢 性別 住所 発熱 咽頭 糞便 気管洗浄液

A
2007年
6月14日

Rhino virus sp.
ｸﾙｰﾌﾟ症候群
喘息様気管支炎

7ヶ月 男 相馬郡 ●

B
2007年
7月21日

Rhino sp.(咽頭　気管吸引液)

Adeno　2(咽頭　糞便)

CoxＡ 16(糞便)

急性心不全 10ヶ月 女 郡山市 37.6 ◎ ◎ ●

●：ウイルス分離された検体
◎：複数ウイルス分離された検体
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表２ 結果

Accession No. 株名 相同性

A 103.6TCID50/25μL L24917 Human rhinovirus type 16 polyprotein gene,  complete CDS. 97%
B-1 103.6TCID50/25μL 〃 〃 95%
B-2 104．2TCID50/25μL 〃 〃 95%

注：B-1　咽頭拭い液

B-2　気管吸引液

BLAST検索
力価症例

である．本所所有の RD-18S 細胞は，1986 年

に福島県立医科大学細菌学講座（当時）より

分与されたもので，由来は愛知県衛生研究所

にてクローニングされた細胞である．コクサ

ッキーウイルス A 群，エコーウイルスの分

離を目的とした細胞である．

２ 培養液

イーグル MEM（ダルベッコ変法）培養液

を使用し，細胞増殖用には 10 ％牛胎児血清，

細胞維持用は 1 ％牛胎児血清を加え使用し

た．

３ ウイルスの定量

エンテロウイルスと力価の違いを比較する

ため定量を行った．

ウイルス液の濃度を 10-1 ～ 10-6 まで希釈し

た液を 4 穴ずつ 25 μ L 接種し，6 ～ 10 日間

CPE を観察した．Reed-Muench の方法から

100TCID50（ 50 ％ Tissue Culture Infection
Doses）を算出した．

４ ウイルスの検索

Arono C.Andeweg らのプライマー 1）を用い

RT-PCR 反応後，目的とするバンドを精製し，

ダイレクトシークエンス法により塩基配列を

決定し，DDBJ の BLAST により相同性の検

索をした．

結 果

結果を表 2 にまとめた．

１ ウイルスの定量

RD-18S 細胞によるライノウイルスの定量

は，A 症例は 103．6TCID50/25 μ L となった．

B-1 症例は 103．6TCID50/25 μ L，B-2 症例 は

104．2TCID50/25 μ L となった．

２ ウイルスの検索

BLAST による相同性検索により Human
rhinovirus type 16 polyprotein gene, complete
CDS（Accession No.L24917）の約 340 の塩基

配列と A 症例が 97 ％，B 症例が 95 ％の相

同性となり，ライノウイルスと決定した．

考 察

ライノウイルスの検出にはヒト胎児線維芽

細胞が一般に使用される．今回，ヒト横紋筋

肉腫由来細胞（RD-18S 細胞）により検出さ

れたのは珍しい現象といえる．この現象が何

らかの偶然が重なって今回に限定して起こっ

たことなのか，本所所有 RD-18S 細胞の性状

に何らかの変化がおきて起こったことなのか

は明らかではない．そこで，現在 RD-18S 細

胞については「ウイルス感染症効果的制御の

ための病原体サーベイランスシステムの検

討」の呼吸器ウイルス研究班により，ライノ

ウイルスに特異的なレセプターがどれだけ発

現しているか，また，血清型により感受性に

違いがあるか等を確認中である．ヒト胎児線

維芽細胞は維持管理が困難である．そのため

使用は一部の地方衛生研究所に限られてい

る．しかし，今回我々が用いた RD-18S 細胞

は広く使用されており，もし RD-18S 細胞で

検出が可能になれば，今後ライノウイルスの

分離報告の増加につながることが期待され

る．
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