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要　　　　　約

3次元的な細胞コロニーであるスフェロイドは，2次元的な接着培養に比べ生体に近い環境での培養が可能である．
獣医学領域においては本手法をウイルス分離へ応用した例はないため，分離困難と考えられているロタウイルス C

（RVC）の特異遺伝子を検出した牛由来の糞便 5検体を用い，接着培養及びスフェロイド培養の分離結果を比較した．
接着培養ではいずれの検体も RVCの分離には至らなかったが，スフェロイド培養では 5検体中 3検体で RVCの分離
に成功した．また，検体接種の時期をスフェロイドの形成前後で比較したところ，形成前に接種した方が高率に分離可
能で，本法を実施する際にはスフェロイド形成前に検体を接種することが重要と考えられた．国内での RVC分離例は
2例のみであり，本法は分離が困難とされてきたウイルス種の確保に有用であると考えられた．
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従来のウイルス分離には，静置培養や回転培養など，
プラスチック容器やガラス容器に単層の細胞シートを形
成させる 2次元接着培養がおもに用いられてきた．しか
し，生体内では多くの細胞が他の細胞や細胞外マトリッ
クスにより 3次元的に囲まれており，接着培養のような
2次元的な条件では生体環境を十分に再現しているとは
言い難い．一方，3次元的な細胞コロニーであるスフェ
ロイドは血管系の発達こそないが，接着培養と比較した
場合，多次元構造の形成，細胞間結合が広く認められる
こと，栄養や代謝物の濃度勾配が不均一であること，細
胞の寿命が長くなること，タンパク質や遺伝子などの発
現プロファイルが異なることが報告［1-4］されており，
より生体環境に近い条件での培養が可能である．このよ
うな特性から，本培養技術は創薬などの分野において幅
広く用いられているが［5, 6］，現在のところ獣医学領
域での使用例は乏しく，ウイルス分離に応用した報告は
ない．
ロタウイルス C（RVC）は成牛の下痢の原因病原体と
して知られており［7］，わが国の牛群でも広く浸淫し，
本ウイルスを原因とした下痢症は散発的に発生が認めら

れている［8, 9］．一方，牛由来の糞便からの RVCの分
離に至った報告は国内で 1例のみであることから［8］，
分離が非常に困難なウイルスとして認識されている．
そこで，今回，スフェロイド培養のウイルス分離への
応用の可能性を検討すべく，RVCを標的としてスフェ
ロイド培養法と従来の接着培養法にてウイルス分離を実
施し，両者の成績を比較した．その結果，従来法に比べ
スフェロイド培養法では RVCの分離率が大きく向上し
たのでその概要を報告する．

材 料 及 び 方 法

検査材料：2016年度に採取した牛由来の糞便の中か
ら，逆転写 PCR（RT-PCR）にて RVCの特異遺伝子を
検出した 5検体を選出した．当該糞便について，Eagle’s 

minimum essential medium培地で 10％乳剤にした後，
20,000×gで10分間遠心（自然減速）して上清を回収し，
ふたたび同条件で遠心及び上清の回収を行った．回収し
た糞便乳剤上清に，最終濃度が 10μg/mlとなるように
トリプシン（Tr ypsin (1 : 250) Powder, Thermo Fish-

er Scientific, U.S.A.）を添加し，37℃で 1時間処理し
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たものを検査材料とした．
遺伝学的検査：RVCを標的とした RT-PCRは，既報

［10, 11］に準じて実施した．
培養細胞：接着培養（静置及び回転培養）及びスフェ
ロイド培養によるウイルス分離並びに間接蛍光抗体法
（IFA）は，いずれもアフリカミドリザル胎子の腎臓由
来株化細胞であるMA104細胞を用いた．

IFA：細胞変性効果（CPE）を認めた培養細胞を，
80％アセトンで固定し，PBSで 3回洗浄後，抗 RVC抗
体として RVC感染耐過牛血清を感作させ 37℃で 1時間
反応させた．その後，細胞を PBSで 3回洗浄し，FITC

標識 2次抗体を感作させ 37℃で 30分間反応させた．さ
らに PBSで 3回洗浄した後，蛍光顕微鏡にて特異蛍光を
観察した．
静置培養：24wellの細胞培養プレート（培養面積：

186mm2）に細胞を播種後，37℃で 24時間培養（表 1），
フルシートしたことを確認し，Dulbecco’s Modified 

Eagle’s Medium（DMEM）培地で 2回洗浄後に，各
検体を 150μlずつ 4wellに接種し，15分間隔でティル
ティングを行いながら 37℃で 1時間培養した．その後
検体を回収し，DMEM培地で 2回洗浄後，各 wellに
1.5mlのDMEM培地（1μg/mlトリプシン含）を添加し，
37℃で 7日間培養した．ウイルス増殖の判定は顕微鏡
観察下による細胞変性効果（CPE）の確認により実施
した．ウイルス接種から 7日間を経ても CPEを確認で
きない場合は，培養細胞及び培養液を－80℃で 2回凍
結融解し，1,000×gで 10分間遠心後の上清 150μlをふ
たたび細胞に接種し，さらに 7日間培養することを 4代
繰り返した．また，継代ごとに培養上清について
RVCを対象とした RT-PCRを行った．
回転培養：小試験管に細胞を播種後，37℃で 24時間

培養（表 1），シートしたことを確認し，DMEM培地で
2回洗浄後，各検体を 100μlずつ 4本に接種し，37℃で
1時間回転培養した．その後検体を回収し，DMEM培
地で 2回洗浄後，1mlの DMEM培地（1μg/mlトリプ
シン含）を添加，37℃で 7日間回転培養を行い，静置
培養と同様の継代，継代毎の CPE確認及び RT-PCRを
行った．
スフェロイド培養（方法 1）：市販キット（Cultrex® 

3D Spheroid Colormetric Proli feration/Viabil i ty 

Assay, Trevigen Inc, U.S.A.） を 用 い て 実 施 し た．
DMEM培地に対し，培養時の最終濃度が 10％となるよ
うに牛胎子血清（FBS）及び同キット付属の細胞外マト
リックス（ECM：Cultrex® 10X Spheroid Formation 

ECM, Trevigen Inc, U.S.A.）を添加したものを細胞培
養液とし，細胞を懸濁した．その後，本キット付属の
96wellの細胞培養プレートに，1well当たり 3,000個の
細胞となるように 30μlの細胞培養液と検体 20μlを同時

に接種した（表 1，図 1）．なお，1検体につき 3well，
計 15wellに接種した．また，スフェロイドの形成を確
認するため，検体未接種の陰性対照を 10well用意した．
37℃で 3日間の培養後，スフェロイドの形成を確認し，
37℃に加温した DMEM培地（10％ FBS含）を 1well

当たり 50μl添加した．さらに 7日間培養を継続し，ス
フェロイドの形態を保っていた検体は，従来法と同様に
凍結融解及び遠心分離し，その上清全量を回転培養に供
し，37℃で 7日間培養した．接種から 7日間を経ても
CPEを確認できない場合は，培養細胞及び培養液を
－80℃で 2回凍結融解し，1,000×gで 10分間遠心後の
上清 100μlをふたたび細胞に接種し，さらに 7日間培養
することを 4代繰り返した．なお，回転培養時に
CPEを確認した際には，回収した培養上清については
RT-PCRで，培養細胞については間接蛍光抗体法（IFA）
で RVCの存在を確認した．また，陰性対照とした well

は，最大で 14日目まで培養を継続した．
スフェロイド培養（方法 2）：培養液の調整までは方
法 1と同様に実施した．1well当たり 3,000個の細胞と
なるように 50μlの培養液を接種（表 1），37℃で 3日間
培養した．その後，スフェロイドの形成を確認し，37℃
に加温した DMEM培地（10％ FBS含）を 1well当た
り 30μl，検体を 20μlずつ 3wellに接種した（図 1）．そ
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図 1　各方法における細胞と検体接種時期

表 1　培養操作開始時の培養液の組成

組 成
静置培養 回転培養 スフェロイド

培養

細胞 
培養

ウイルス
分離

細胞 
培養

ウイルス
分離 方法 1 方法 2

DMEM 
（μl） 900 1,500 900 1,000 20 40

FBS（μl） 100 ─ 100 ─ 5 5

トリプシン
（μg/ml） ─ 1 ─ 1 ─ ─

ECM（μl） ─ ─ ─ ─ 5 5
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の後，方法 1と同様に陰性対照 wellの接種，回転培養
による継代及び抗原の確認を行った．

成　　　　　績

静置培養及び回転培養：いずれの検体においても
CPEは認めず，RT-PCRもすべて陰性であった．
スフェロイド培養（方法 1）：3検体（No. 2，3，5）を

接種した wellでは，それぞれ 1wellがスフェロイドの
形成に至らなかった（表 2）．その後の回転培養では，
No. 3では 2本中 1本で，No. 4，5ではすべての小試験
管で培養 3代目までに CPEを認めた．これら CPEを
認めた検体は，RT-PCR，IFAともにすべて陽性となっ

た（表 3，図 2，図 3）ことから，RVCの分離に至った
と判定した．また，本法によって分離した RVCは静置
培養でも増殖可能であった．さらに，これら RVCの分
離に至った検体は，スフェロイド培養中，成長過程や形
態において，陰性対照との差異や，CPEも認めなかっ
た．
スフェロイド培養（方法 2）：2検体（No. 4，5）を接
種した wellでは，それぞれ 1wellがスフェロイドの形
成に至らなかった（表 2）．その後の回転培養において

表 2　スフェロイド形成に至った検体数

検体 No.
スフェロイド形成

方法 1 方法 2

1 3/3 3/3
2 2/3 3/3
3 2/3 3/3
4 3/3 2/3
5 2/3 2/3

NC 10/10 10/10

※ NC：陰性対照

表 3　各検体の抗原判定方法と陽性検体数

検体 
No.

判定方法

方法 1 方法 2

CPE IFA PCR CPE IFA PCR

1 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 0/3
2 0/2 0/2 0/2 0/3 0/3 0/3
3 1/2 1/2 1/2 0/3 0/3 0/3
4 3/3 3/3 3/3 0/2 0/2 0/2
5 2/2 2/2 2/2 0/2 0/2 0/2

※本結果はスフェロイド培養後の回転培養時のものであ
り，スフェロイド形成に至らず回転培養に供することが
できなかった検体は除外した

図 2　RVCによる CPEを認めたMA104細胞（画像は回
転培養時の観察像）
上図：正常細胞
下図：CPEを認めた細胞（RVC接種後 4日目）

図 3　RVCを対象とした IFAにて蛍光を認めたMA104
細胞（画像は回転培養時の観察像）
上図：正常細胞
下図：IFA陽性細胞（RVC接種後 2日目）
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は，いずれの検体にも CPEを認めず，PCR，IFAもす
べて陰性であった（表 3，図 2，図 3）ことから，RVC

の分離には至らなかったと判定した．なお，方法 1及び
2とも，検体を接種しなかった陰性対照の wellでは，
培養 3日目までにはすべての wellで細胞のスフェロイ
ド形成を確認することができ，計 14日間の培養期間中
に崩壊するようなものは認められなかった．

考　　　　　察

スフェロイド培養のウイルス分離への応用性を検討す
るため，分離が非常に困難とされている RVCを対象と
して，従来の接着培養及びスフェロイド培養を経た接着
培養によるウイルス分離を実施した．その結果，接着培
養のみではまったくウイルス分離に至らなかったのに対
し，スフェロイド形成前に細胞と同時に検体を接種した
方法 1では，5検体のうち 3検体でRVCの分離に成功し，
その分離率は大きく向上した．一方，スフェロイドの形
成後に検体を接種した方法 2では，いずれの検体も
RVCの分離には至らなかった．
今回，静置培養をする際にはトリプシン濃度 10μg/

mlで検体処理及び細胞への感作を行ったが，既報［8］
では 100μg/mlでの処理を行った際に RVCの分離に
至ったとされている．ロタウイルスは，トリプシン処
理を施すことで VP4が VP5及び VP8に開裂し，感染
能力が増すことが報告されている［12, 13］．今回用い
たMA104細胞は，100μg/mlでの処理を行った際には
ウイルス分離を継続することが困難であったため，10

μg/mlにて処理を行ったが，この濃度の差異が静置培
養への分離率への低さに影響を与えている可能性が考え
られた．また，スフェロイド培養の方法 1，2間にも分
離率の差異を認めた．in vitroにおけるロタウイルス A

（RVA）の接種試験では，基底膜側から効率的に感染す
るという報告［14］や，細胞間の結合を破壊すること
でレセプターへの結合が促進されるという報告［15］が
あり，後者の報告は，既報［8, 12, 13］のトリプシン処
理による分離率及び感染能力の向上を支持するものと考
えられる．これらのことから，RVCにおいても，分化
した管腔側よりも，基底膜側から効率に感染している可
能性が考えられ，スフェロイドを形成し，極性を持った
細胞（方法 2）よりも，未分化かつ分散している状態の
細胞（方法 1）の方で効率的に感染増殖した可能性が考
えられた．いずれにせよ，本法による RVCの分離を試
みる上では，スフェロイドが形成されるより前に，細胞
と検体を同時に接種することが重要と考えられた．
陰性対照 wellにおいては，方法 1，2ともにすべての

wellでスフェロイドの形成を確認でき，形成に至らな
かったものや，培養中に崩壊したものは認められなかっ
た．このことから，MA104細胞については，今回検証

した培養条件が適していると考えられた．また，今回は
適切な培養期間についての検討は行っていないものの，
陰性対照 wellでは接種後 14日目まで培養を継続しても
スフェロイドの形態は保たれており，既報［2］のとお
り長期間の培養も可能であると考えられた．
一方，検体として糞便を接種した場合，方法 1では 3

検体で，方法 2では 2検体でスフェロイドの形成に至ら
ない，あるいは培養中にスフェロイドが崩壊してしまっ
た．本法の手技上，検体接種後に細胞を洗浄することは
困難なため，ウイルス分離にスフェロイドを用いる場合
には，検体の種類や状態並びに分離対象とするウイルス
種によって接種 well数を増やすか，メンブランフィル
ターや有機溶剤等による処理が必要と考えられた．
今回の結果から，ウイルス分離の際には接着培養法で
の分離を実施する前に，スフェロイド培養を実施するこ
とで分離率を向上させることが可能で，分離が困難とさ
れるウイルス種の確保に大きく貢献することが可能と思
われた．今回はMA104細胞及び RVCのみでの検証で
あるが，牛胎子の腎臓初代培養細胞である BK細胞や，
ヒト結腸癌由来の株化細胞である HRT-18G細胞にお
いてもスフェロイド培養を試みたところ，MA104細胞
と同条件にて，培養 3日目までにスフェロイド形成を確
認でき，14日間培養を継続してもその形態は保たれた
ままであった．したがって，これらの細胞を用いたウイ
ルス分離への利用についても大きく期待でき，今後もさ
まざまなウイルス種の確保を試みていきたい．

3次元的な培養系については，実際に，これまで人工
的な増殖培養が不可能であったヒトノロウイルスでは，
スフェロイドよりも in vivoに近いとされる腸管オルガ
ノイドシステムを用いることで培養が可能となっており
［16］，獣医学的領域においてもこれら培養系を活用す
ることで，ウイルス学的研究がより発展することが期待
される．
なお，本検証では，スフェロイド培養前後におけるウ
イルス性状の比較等は実施していない．今回スフェロイ
ド培養後に回転培養にて分離した RVCは，静置培養で
も増殖可能となっていた．また，in vitroでの培養を行
うことで，生体内とは異なるウイルス集団が選択的に分
離されている報告［17, 18］もある．静置培養でも増殖
可能となったことについては，分離後の RVCを用いて
いるため，初期感作時のウイルス量に依存している可能
性もあるが，今後の課題として，スフェロイド培養を経
ることでマイナー集団の選択がなされていないか等も含
め，より詳細に検証を行う必要があると考えられた．

引　用　文　献
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Isolation of Rotavirus C from Bovine Feces by Spheroid Culture Method

Yoshihiro OTAKE† and Shuji YONEYAMA

＊Central Tochigi Prefectural Livestock Health and Hygiene Center, 6-8 Hiraidekogyodanchi, 
Utsunomiya-shi, 321-0905, Japan

SUMMARY

Spheroids are three-dimensional cell colonies, and spheroid culture enables cell culture in an environment 
that resembles an in vivo environment more closely than adhesion cell culture.  In the field of veterinar y medi-
cine, there have been no repor ts on the application of spheroid culture for the isolation of viruses.  We verified 
the possibility of using this culture technique for virus isolation by comparing the results obtained from the 
isolation of viruses in adherent culture and spheroid culture, using five bovine stool samples that tested posi-
tive for rotavirus C (RVC) based on the detection of a specific gene.  As a result, RVC was successfully isolated 
from three of the five samples by spheroid culture method.  In addition, it was possible to isolate the virus at a 
higher rate when it was inoculated before spheroid formation.  Therefore, inoculation of the specimen before 
spheroid formation was considered impor tant for implementing this method.  There are only two cases of RVC 
isolation repor ted in Japan, and improvement of the virus isolation rate can be expected by using spheroid cul-
tures.  Moreover, this spheroid culture method can be beneficial for studying virus species that are dif ficult to 
isolate. ─ Key words : Rotavirus C, Spheroid, Three-dimensional cell culture.
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