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B 型イ ン フ ル エ ン ザ流行分離 ウイ ル ス 株 の トリ プ シ ン

依存性増殖 と抗原性変異 の 関連性

金沢 大学 がん 研究所 ウイ ル ス 部 は 任 こ 波 田 野基w－
一

教授I

飯 田 英 侃

川召和6 1年 9 月 9 日受付1

従来， 頻用 され て い る発育鶏胎児 くd e v el o pi n g c hi c k e m b r y o
，
D C E l 以外 に

， イ ヌ 腎由来 M D C K

細胞 くM D C K c ell s
，
M J 及 び M に ト リプ シ ン くt r y p si n

，
T l を添加 した系 くM D C K pl u s t r y p si n

，
M T l

を用 い
，

19 8 1 年， 福井県流行の 風邪様疾患か ら ， 総計42 株 の B 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス を分離 した
．

分離 ウイ ル ス株の 赤血球凝集素 くh e m a g gl u ti n i n
，

H A n in l 抗原性は大部分が ワ ク チ ン標準株 の そ れ に 近

か っ た が
，
M T 系分離の Bノ福井135 61 8 1 と Bl 福井136 3 J

1
8 1 の 両株 は標 準株 と異な っ て い た

．
そ こ で， Bl 福

井J 36 3I8 1 株の M T 系で
， 径の 小さ な プラ ッ ク く1

へ ノ 2 m m l と大き は ブラ ッ ク く3
ノ

ー 4 m m l よ り ウイ ル

ス ク ロ ー ン をそ れ ぞれ 分離 し て S P お よび L P 株 と した ．
こ れ ら両ク ロ

ー ン 株 の M T 系増殖後の H A ni n

抗原性を みる と
，
S P 株 で は

， 末ク ロ
ー

ン 化親株 と同 じく
， 標 準株 と は異な っ て い たが， L P 株 で は標準株

の それ に 近 か っ た ．

一 方 ， 両株の M T と M 系で の 増殖性 を比 べ ると
，
M T 系 で は両株 とも ほ ぼ 同じ高い 増

殖性 を示 した
．

しか し
，
M 系 で の S P 株増殖 は微々 た る も ので

，
M T 系 に お け る それ の 約 11 1 0

5 に 過 ぎな い

の に
，

M 系で の L P 株増殖 は M T 系 に お ける それ と 同じ程度 に よ く増殖 した
． 即ち

，
S P 株の 増殖 に は T

が必須 で
，

L P 株 は逆 に T 非依存性 で あ っ た ． S P と L P 株 間に み られ た H A n i n 抗原性の 差 を さ ら に
，

H A n i n 蛋白 を指令す る ウ イ ル ス ゲ ノ ム R N A 分節の 電 気泳 動度と して 比較 した ． そ の結果， 南棟 由来の

H A n i n R N A 分節 に は本法で 検出し得る差 は見出せ な か っ た
．

しか しなが ら， ウイ ル ス 増殖， 放 出に 関係

す ると い われ る n e u r a m i n i d a s e くN A l 蛋白 を指令す る ウイ ル ス ゲ ノ ム R N A 分節 に は
， 両株 間で 差があ

り
，
S P 株の N A 活性が 実際に L P 株 の約 1ノ2 とい う事 実と有意に 対応 する と 思われ た ． 以上 の結果か ら ，

19 8 1 年， 福井県で の B 型イ ン フ ル エ ン ザ流行 は
， 少 な くと も 2 種の 異な る抗原性 ウイ ル ス に よ る混合感染

が考 えら れ た
．

そ して
，

上 記，
S P 及び L P 両株類似 ウイ ル ス が同 一 試料に 混在 した場合

，
宿主細胞及び継

代条件の差 に よ り， 増殖性の 差 とも 相ま っ て， H A n i n 抗原性や N A 活性の宿 主 に よ る選 択変異 の起 こ る可

能性が 示唆さ れ た ．

E e y w o r d s B 型十ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス
， ト リ プ シ ン 依存性， 赤血球凝集素，

抗原性， ウイ ル ス R N A 分節

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス は
，

そ の特徴的な ウイ ル ス

内 部 蛋 白 即 ち，
ri b o n u cl e o p r o t ei n くR N Pl お よ び

m a t ri x p r o t ei n の抗原性の 適い に よ っ て A
，
B お よ び

C の 三 つ の型に 分類され るり
．
こ れ らの イ ン フ ル エ ン ザ

ウイ ル ス に よ っ て引 き起 こ さ れ る 感染症
り

イ ン フ ル エ

ン ザ
，

の 流行 は
，
ウイ ル ス 感染時に お け る宿主 の免疫程

A b b r e vi a ti o n s こ C P E ， C y t O p at hi c eff e ct 三

glu ti n a ti o n ニ H A ni n ， h e m a g g l u ti n in ニ H A I
，

度や ウイ ル ス の 抗原 変異の 大 きさ に よ り規模 は
一 様で

は な い が
，

ほ ぼ毎年 ヒ トの間で繰 り返 され て い る
． 世

界的規模で起 こ る大流行 くp a n d e m i cl は
，

主 と して A

型 に お い て よ り顕著 に 認 め られ
， 過去 に お い てア ジア

風邪や 香港風邪 に み ら れ たよ う な大流行が
，

お よ そ10

数年 に 一 度 の 割合 で繰 り広げ ら れ てき た ．

一 方 ，
B 型

D C E
，

d e v el o p in g ch ic k e m b r y o i H A
，
h e m ag

－

h e m a g g l u t in a ti o n i n h ibiti o n ニ H A U ， h e m ag
一

g lu tin a ti o n u nit s ニ L P
，
B I L P く1 a r g e p l a q u e V l181 ニ M

，
M D C K ニ M D C K c ell s

，
M a rd in a n d

D a r d y c a nin e K id n e y c ell s 三 M E M ， E a gl e
，

s m i ni m u m e s s e n ti al m e di um ニ M T
，
M D C K －

t r y p Si n 3

．．．．．．．．．
．．＋
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イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル スの トリ プ シ ン依存性と抗原性

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス は
，
19 4 0年

，
F r a n ci s

21 に よ リ ヒ

トイ ン フ ル エ ン ザの 病 原体 と して分 離さ れ たが
，

い ま

だA 型 ウ イ ル ス に み ら れ る よ う な劇 的 な 抗 原変異

くa n ti g e ni c s hiftl は報告され て お らず
， 抗原 変異とイ

ン フ ル エ ン ザ 流行と の 関係は A 型 に み られ る ほ ど明

確で はな い
．

し か し
，

分離株の 抗原分析の 結果よ り ，

抗 原 決 定 基 で あ る 血 球 凝 集 薫 くh e m a g gユu ti n i n こ

H A ni nl お よ び ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー

ゼ くn e u r a m i n id a s e ニ

N A l での 抗原変遷 くa n ti g e ni c d rif tl は A 型 ウイ ル

スと 同様に 生 じて い る こ と
31
が報告され て い る

．

従来，
自然界か らの イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 分離

に は，

一 般 に
， 株化細 胞に 比 べ 初代培養細胞 の 方が よ

り高い ウイ ル ス感受性 を示 す こ と か ら
，

ハ ム ス タ 山

，

サ ル お よ び子 牛な どの 腎臓初代培養細胞が用 い らて き

た
41

．
し か しなが ら

，
飛 田 ら

5 ト 71 は
，
M a rd i n a n d D a rd y

によ っ て樹立化され た イ ヌ 腎臓細胞 くM D C Kl が 実験

室内で継代さ れ た A お よ び B 型イ ン フ ル エ ン ザ ウイ

ル ス の 代表株，
さ らに 自然界か ら新た に 分離 され た流

行株に 対し ても 高い 感受性 を示 す こ と を報告 した
．

著者 は
，

こ の M D C K 細胞 を用 い
，

1 9 7 5 年 か ら現在

までイ ン フ ル エ ン ザ流行時に 自然界 よ り数多くの イ ン

フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス を 分離 し て き た ． そ の 結 果
，

M D C K 細胞の B 型イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス に 対す る

感受性 は発 育鶏胎 児 くd e v el o pi n g c h i c k e m b r y o
，

D C Eう に比 べ よ り高く ， 近年に み られ た 2 回 の 流行時

に は高率に ウイ ル ス 分離が見 られ
， 自然界か らの イ ン

フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分 離に は極め て 有益 な細胞 で あ る

こ とが示 され た
8I 9I

．
こ の 様 に イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス

分離に は
，
通常 D C E な い し M D C K 細胞 を用 い る 方法

が確立さ れ て い るが ， 近年， 使用細胞の 違い に よ り
，

H A 抗原に 選択変異の 生じる こ とが 報告され1 0 ト 1 2I
， 従

来の D C E の み の 分離で はみ ら れ なか っ た 問題 が新 た

に据起さ れ るよ う に な っ た ． 著者も， 最近 の B 型 イ ン

フル エ ン ザ流行時に
， 従来よ り行わ れ て し －る D C E に

加え， M D C K 細胞 くM l お よ び M D C K 細胞－t ry P Si n

くM Tl 系を用 い て ウイ ル ス分離を行 っ た ． そ の 結果，

使用細胞の 差 お よ び同一
一

細胞 で の 継代法の 違 い に よ り

H A n i n 抗原 に 変異を起 こ し， N A 活性 も変化 し た ウ イ

ル ス が分 離でき た
．
そ こ で使用 した三 つ の 系 のC E

，
M

お よ び M Tう に よ る 分 離結 果 を 述 べ る と と も に
，

B A n i n 変 異株 の 生 物 学 的性 状 と ウ イ ル ス ゲ ノ ム

R N A に つ い て 検討を 行 い
， 変異株の 出現機序を 明ら

か に せ んと した ．

8 2 1

材料お よ び方法

王 ． 使用 細胞と培養条件

M D C K 細胞 は国立 公衆衛生 院，
飛 田清毅博士 に より

分与され
，
同氏 の方法5 ト 7I に 従い 培養調整 した ． すな わ

ち
， 継代に は E a gl e

，

s m i n i m u m e s s e n ti al m e di u n

くM E M l 培地 に 10 ％牛胎児血清 を加 えて培養し た ． ウ

イ ル ス 分離培地 と して は 3 倍量の ア ミ ノ酸と 2 倍量の

グル コ
ー ス を 含 む M E M 培地 に フ ア ン ギ ソ ン く注射

用 ア ン ホ テリ シ ンコ く三共製薬フ25 メgノm l と トリ プ シ

ン く1 こ25 01 くDif c o 製l を最終濃度15 JL gl m l に なる

様 に 添 加 し 使 用 し た
．

ウ イ ル ス 分 離継 代 に 際 し
，

M D C K 細胞 に トリ プ シ ン を添加し た場合を M T 系と

し
，

トリ プ シ ン 非添加の 場合 を M 系と した ．

II
． ウ イ ル ス 分 離材料 の 調整

福井 県下 の 各保健 所管内の 集団発 生施設 お よ び K

小児科外来の イ ン フ ル エ ン ザ様疾患患者 を対象 に 95

名 の 咽 頭 う が い 液 く8 m l M E M l の 採 取 を 行 い
，

15 0 0 x g ，
30 分の 遠心 衡 上 清に 25 ノノgノm l の フ ァ ン ギ

ソ ン を加 え
，

直ち に － 7 0
0

C に凍結 し
， 必要 に応 じて 使

用 した
．

III ． M D C K 細胞に よ る ウ イル ス 分 離

M D C K 細胞 を用 い た自然界か ら のイ ン フ ル エ ン ザ

ウイ ル ス 分離 に は
，

2 本 の 単層培養 さ れ た チ ュ
ー

ブ

く15 X lO 5 m m l を用 い
，

D u lb e c c o の リ ン 酸緩衝 液，

くp h o s p h a t e
－ b u ff e r e d s ali n eI くP B S l p H 7 ．4 で 細胞

面 を1 回洗浄し
，
それ ぞ れ 0 ．2 m l の検体を接種 した

．

吸 着 は 34
0

C で 3 0 分行 い
，

P B S で細 胞面 を 1 回洗 浄

後，
T を含 む維持液 を 1 m l 宛て加え， 3 4

0

C で 静置培養

し細胞変性効果 くc y t o p a thi c eff e c t ， C P El の 出現を

観察し た ． 分離ウイ ル ス はす べ て M T 系 で増 殖 さ せ

－70 てこで 保存 し
， 必 要に 応 じて使用 した ．

1V ． 発 育鶏胎 児 くD C E い こよ る ウイ ル ス分 離

D C E に よ る ウ イ ル ス 分離に は 8 へ 9 日齢の D C E を

使用 し
，

1 検体当た り 5 個 を用 い た ． 検体は， 羊膜腔

内と尿 膜腱内 に それ ぞ れ 0 ．2 m l ずつ 接種し 34
0

C で 3

日 間培養 した
．

ウイ ル ス 分離の 確認 は
， 羊水お よ び尿

液を それ ぞ れ採取し
，
0 ．5 ％の モ ル モ ッ トお よ び ニ ワ ト

リ 赤血 球を用 い た凝 集反 応を行い
，

管底像よ り判定し

た ． 2 代継代後も血 球凝集が 認め られ な い検体 は分離

陰性 とし た ． 分 離ウイ ル ス は
，

直ちに －70
0

c に 凍結し

必 要に 応 じ使用 した ．

V ． 使用 ウ イル ス 棟 と保存 ウイ ル ス 株の 調整

M O I
，

m ultip li cit y of in f e c ti o n ニ N A
，

n e u r a m i nid a s e 三 P B S
， p h o s p h at e b uff e r s alin e i P F U ，

pl a q u ef o r m i n g u n it s ニ R D E
，
r e C e p t e r d e st r o y in g e n z y m e ニ R N P

，
rib o n u cl e o p r ot ei n ニS P

，
BI

S P くS m all pl a q u el11118 1 ニ T C I D
，
ti s s u e c ult u r e in f e c ti o n d o s e
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B 型 ウ イ ル ス 標準株と し てイ ン フ ル エ ンザ ワ ク チ ン

株，
B ノ神奈川ノ6ノ7 3 お よ び Bノシ ン ガポ ー

ルノ22 2ノ79 株

を使用 し た ． これ ら の 株は 国立予 防衛生研究 軌 武内

安恵博士 に より分与され た
．
1 98 1 旬 19 8 2 年冬季の 集 団

発生か ら M T 系で 分離さ れ た 株 と し て Bノ福井ノ363ノ

8 1 株お よ び Bノ福井ノ364ノ81 株 を主 に 使用 した ．
こ れ ら

の ウイ ル ス は す ペ て M T 系 で 34
0

C 7 2 時 間培 養 を行

い
，
その 上清 を

－ 7 0
0

C に 保存 し必要に 応 じて使用 した ．

V 工． 使用 ウイ ル ス の 免疫血清

Bノ神奈川ノ6ノ73 株 と Bノシ ン ガ ポ ー ルノ22 2ノ79 株 の

2 つ の 標準株お よ び新分離 ウイ ル ス 株 Bノ福井ノ363ノ8 1

株と Bノ福井ノ364ノ81 株，
そ し て Bノ福井ノ363ノ81 株か ら

ブ ラ ッ ク純化され た ク ロ ー ン ウイ ル ス 株 L P 株お よび

S P 株ウイ ル ス は
，
す べ て M T 系 で増殖さ せ

，
赤血 球凝

集価 で 128 倍に 調整し，
ニ ワ トリ 翼下静脈 内に 初 回5

m l を， その 後，
1 週間隔 で 3 m l を2 回追加免疫 した ．

最終免疫後 7 日目 に 全採血を行 い
， 血清成分 を 分離 し

て 免疫血清と して 使用 した ．

明l ． フ ェ レ ッ ト免疫血清 に よ る抗原 分 析

フ ェ レ ッ ト抗血 清 を用 い た抗原 分析は， 国立予 防

衛生研究所武内安恵博士 に よ り行 っ た
．

VTu ． 赤血 球凝 集 くh e m a g glll ti n a ti o rL
，
E A I 反 応お

よ び 赤 血 球 凝 集 抑 制 くh e m a g gl u ti n a ti o n

i n h ib iti o n
，
H A Il 反 応

H A お よび E A I 反応は す べ て常法 川
に 従 い マ イ ク

ロ タイ ク
ー 法で 行っ た

．

ニ ワ ト リ赤血球 は0 ． 5 ％に な

る よう P B S で 調整した ． H A 価 は
，
完全凝集を 示 す ウ

イ ル ス 液の最高希釈倍数 をも っ て表 した ．

H A I 価 の測定は
，
1 6 単位 く16 H A u n it s

，
H A U l の

ウイ ル ス 童を用い
， ウイ ル ス の血球凝集を完全に 阻止

し た抗体 の最終希釈倍数 を E A I 価 と した
． 被検血 清

お よび対照血清の非特異 的凝集抑制物質は ，
r e C e p t e r

d e s tr o yi n g e n z y m e くR D El くデ ン カ生研1 処理 で除

去 し
，

また非特異的赤血球凝集物質 は ニ ワ ト リ赤血球

く0 ， 02 5 m りに よ る 0
0

C ， 3 0 分吸収 で除去し，
か か る処

理 血 清を H A 工試験 に供 した
．

1 X ． ウ イル ス 感染価の 測 定

使用 ウイ ル ス の 感染価 測定71
は プ ラ ッ ク 法 で 行 っ

た
．

6 0 m m シ ャ
ー レ くF al c o n， に 培養され た M D C K

細胞 を2 回 P B S で 洗浄後， 希釈 ウ イ ル ス 液 を 0 ． 2 m l

宛 て 接種 し34
O

C 40 分吸着 を 行 っ た
．

fi r s t o v e rl a y

m e di u m と し て 0 ． 6 ％寒 天 を 含 む 増殖 用培地 を 5 m l

加 え， 34
Q

C で 3 日 間0 ．5 ％C O 2
－i n c u b a t o r 内 で 培養後，

さ ら に 0 ．6 ％の 寒天 を含 む s e c o n d o v e rl a y m ed i u m

を3 m l 重層 し
，

翌 日 ブ ラ ッ ク 数 を 算定 し， pl a q u e
－

f o r mi n g u ni t くP F u J
I
m l で表現 した ．

X ． ウイ ル ス ク ロ
ー

ニ ン グ法

B l 福井136 31 8 1 株感染 M D C K 細胞上 に 形 成さ れ た

ブ ラ ッ ク の う ち プ ラ ッ ク サ イ ズ の 大 き い く径が 3 m m

以 上1 も の と小 さい く径が 1
r

l ノ 2 m m I も の か ら， それ

ぞれ ウイ ル ス を分離後連続 3 回 プ ラ ッ ク純化 した
． こ

れ ら ク ロ
ー ン ウイ ル ス を M T 系で 増殖 さ せ ， C P E の

最高時 に 培養液 を回 収 し
，

遠心 く150 0 X g ，
1 5 m i nう上

清を
－ 7 0

0

C に 保存 した ．

X 工． 中和 抗体価測 定法

中和抗体価測 定は ， トラ ン ス フ ァ
ー プ レ

ー

ト げイ

ナ チ イ ク 社う を 用い た 微量 中和 試験法 叫 1 5I で 行 っ た．

5 6
0

C 3 0 分間の 熱処理 で 非働化 さ れ た 被検血 清を ダイ

リ ユ ウ タ ー く0 ． 0 2 5 m り で 吸 い 上 げ， 細 胞 推 持液

く0 ． 0 2 5 m ll を満た し た トラ ン ス フ ァ
ー

プ レ ー トで 2 倍

階段希釈 く4 系列l を行 っ た ． ウイ ル ス は， 10 0 tis s u e

C ul t u r e i n f e c ti o n s d o s e 5 0 くT CI D 501 ノ0 ． 0 2 5 m l を用

い
，

ド ロ ッ パ ー

で 0 ．0 2 5 m l 宛 て血 清希釈列に 加 え
，
混

和後 37
0

C で 1 時間反応 を行っ た
． 反 応後 は更に

， あら

か じめ 0 ． 0 5 m l 維持液を加 えた プ レ ー

ト に培養さ れた

M D C K 細胞上 に 静か に 重 ね液 を移 した の ち取り除き
，

C O 2
－i n c u b a t o r で 培養 した

．
ウイ ル ス 対照 と して

，
10 0

T C I D 5 ．の ウ イ ル ス 液 を 100 倍 希釈 く4 系列I し， 1

T C I D 5 01 0 ． 0 2 5 m l に 調整後，
M D C K 細 胞上 に 同様に

接種 し
， 半数 ほ 系列1 に C P E が 出現 し たと こ ろ く培

養 4 へ 一 6 日後プ で判定 を行っ た ． 血清力価 は半数の細

胞 く2 系列I で C P E が 抑 えら れ る血清希釈 倍数で 表

した ．

X H ． ク ロ ー ン ウイ ル ス の 増殖試験

シ ャ
ー レ く径 35 m m う に 密 に 単 層 培 嚢 さ れ た

M D C K 細胞 に ク ロ ー ン 化 ウイ ル ス を M OI こ 1 に なる

様感染さ せ 34
0

C で 4 0 分吸 着を行 っ た ． 吸 着後
，

P B S

で 1 回 洗浄し， 維持用 培地 を加 え ト リプ シ ン存在下と

非存在下 で静置培養を行 い
，
2 4

，
4 8 お よ び 72 時間後の

細胞外産生ウイ ル ス を M T 系に よ る ブ ラ ッ ク法
71 と赤

血球凝集法に よ り測定を行 っ た
．

X H L ウ イ ル ス R N A の 解析

Bl 神奈川ノ31 7 6
，

L P お よ び S P ウイ ル ス 液1 m l を

シ ャ
ー

レ く径 100 m m l 中の M D C K 細 胞 に 接種 し，

3 4
0

C 4 5 分吸着 を行 っ た ． 吸 着後維持液で 1 回洗浄し
，

3 2
p く60 ノ上C iノm l H 日本アイ ソ ト

ー

プ協会う を含む推持

液 5 m l を添加 して 48 時間標識 した ． そ の 後， 維持液中

に 産 生 さ れ た ウイ ル ス 粒子 を 回収 後，
30 ％と60 ％の

シ ョ 糖 を用 い た密度勾配遠心法で 精製 した ． ウイ ル ス

粒子 か らの R N A の 抽出，
6 M 尿素 を含む ポ リアクリ

ル ゲ ル 電気泳動 およ び ウイ ル ス R N A と ウイ ル ス 遺伝

子 の 解析は植 田 らの 方法16 ト 1 別
に 従 っ た ．

X 工Y
．

ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ くN A I 活 性の 測 定

ノ イ ラ ミ ニ ダ ー

ゼ くn e u r a m i ni d a s eI 測定の 供試ウ



イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の トリ プ シ ン 依存性 と抗原性

イ ル ス は M T 系 で増 殖 さ せ た L P と S P 株 を用 い
，

15 00 X g ，
3 0 分の 遠心 後， 両株の H A n i n 価を統 一 し検

査に供し た
． 測定法は f et u i n を基質と した W H O の 標

準測定法
1 9一 犯

で 行い ブ タ ノ ー ル 層の 吸光 度 を549 n m

の波長で 測定した ．

成 績

I ． 1 9 81
N 1 9 8 2 年の 冬期 に お け る イ ン フ ル エ ン ザ

ウ イル ス 分 離と そ の H A ni n 抗原性

1 ， ウイ ル ス 分離率に 与 える使用細胞 系の 影響

19 飢 へ 1 98 2 年 に か け て の ウイ ル ス 流行時 に M
，
M T

およ び D C E の 3 つ の 異な る系 を用 い て 同 一 検体 か ら

ウイ ル ス 分離 を試 み 被験 者95 名 中21 名 か ら 総計42

株の B 型イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス を分離 し た ． 19 名

く20 ％l で は M お よ び M T 系い ずれ に お い ても B 型

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス が 分離さ れ
，

か つ 2 名 で は

M T 系の み で 分離さ れ た ． これ に 反 し， D C E 系 に よ る

分離は， 本流行時， 極 め て効率が 悪 く ， M お よ び M T

系に お い て B 型イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス が 分離 さ れ

た2 名 く2 株う に お い ての み分離され た に 留ま っ た ．

上述の 如く M と M T 系 に よ る 分離率 は ほ ぼ 同 じ で

あっ たが
，
C P E の 出現は M T 系の 方が M 系に 比 べ 約

1 日早く ， 産生 ウイ ル ス の H A 価も 2
ノ

ー 3 倍高 い 結果

が得られ た
．

2 ． 使用宿主細胞系の 差異 に よ る分離 ウイ ル ス 抗原

性の変動

上 述の 新分離株 4 2 株 の 抗原 性状 を H A 工反 応 に よ

り検討 した ． 抗原標準株 とし て 用 い た ワ ク チ ン株 くB ノ

シ ン ガ ポ ー ルノ222ノ79う の 抗血清 くニ ワ ト リ血清う に 対

し
，

ホモ ウイ ル ス くBノシ ン ガ ポ
ー ルノ22 2ノ79 株っ と の

反応で得ら れ る H AI 値 と同値 く1 こ 10 2 4う を 示 し た

株，
1ノ2 の H A工値低下 が見ら れ た株，

1ノ4 以下 の 低下

を示 した株は各々16 く38 ％う，
1 4 く33 ％ン1 2 株 く29 ％う

で あ っ た
．

こ の 結果 よ り，
ニ ワ ト リ 抗血 清 を用 い た

H A工反応で 調 べ た限 り で は
， 自然界で の 流行株 の 主 流

く同値お よび 1ノ2 低下 の 計 71 ％I は ，
ワ ク チ ン株 Bノシ

ン ガポ ー ル J
I
2 2 217 9 に 近 い Ii A n in 抗 原性 状 を も つ こ

とが推測さ れ た ．

次ぎに
，
こ れ らの 流行 か ら得 た 42 株 の 上 記の 実験 で

特に 標準株抗血清に 対 し変異を示 した 2 株と標準株 に

近 い 性状を 示 し た 3 株 に つ い て もう
一

つ の 標準株 Bノ

神奈川ノ3ノ76 お よ び上 記 B ル ン ガポ ー ルノ22 2ノ79 の フ

ェ レ ッ ト抗血清 を使 い
， 抗原分析を行 っ た ．

この 二 つ

の棟準株同志の 間で も， 抗 Bノ神奈川ノ3ノ76 フ ェ レ ッ ト

血清を用 い た時，
H A 工値は 1ノ8 の 開き く256 と 32うが

み られ た
． 即 ち

， M T 系分離 Bノ福井ノ363ノ8 1 株 と Bl福

井ノ356ノ8 1 株 は
， 抗 Bノ神奈川ノ3ノ76 血 清に 対 し

，
H A l

8 2 3

他が 1 ノ8 以 下の 低値を 示 し ， 同時 に 抗 Bノシ ン ガ ポ ー

ルノ22 2ノ79 血 清で も 1ノ2 以 下 の 低値 を示 し たが こ れ ら

の ウ イ ル ス株 は
， 従来の D C E を用 い た 系で は通常検

出し得なし － H A ni n 変異 と思われ た く表1 う0 そ こ で
，

M T 系で 分離 され ， 最 も H A ni n 抗原性に 大 きな 適 い

を示 し た Bノ福井ノ363ノ8 1 株と 同じ M T 系で 分離 し
，

よ り両標準株 に 近い 性状 を示 す Bノ福井ノ364ノ8 1 株の

2 株 を選 び， 更 に ニ ワ トリ抗血清 を用 い H A ni n 抗原

性状を検討し た
． 免疫血 清 を ニ ワ トリ で 調整し た ので

宿主細胞の 影響 を出来る だ け抑 える目的で
， 両株 ウイ

ル ス の 増殖系 を M D C K 細胞か ら D C E 系に 変 え
， 増殖

させ た ウ イ ル ス で の H A l 反 応を 行 っ た く表2 1 ． M T

系で 分離さ れ た時 に 認 め られ た Bノ福井ノ363ノ飢 株 の

特徴的 H A ni n 抗原性状 く11 8 以 下の H A I 値 の 変動l

は
，
D C E 系で増殖さ せ ると

， 両抗血清 くニ ワ ト リ1 で
，

1ノ4 の 変動 に 止 ま っ た ．

一 方，
Bノ福 井ノ364ノ81 株は

，

D C E で 増 殖 さ せ て も
，

H A I 値 の 変動 は 少 な く く1ノ

2 へ 1 J
1
41 M T 分離時に 比較的近 い H A ni n 抗原性 状 を

しめ し た ．

表2 と同 じ， M T 系分離直後 に 保存した両株 はノ福

井ノ363ノ81 と Bノ福井ノ364ノ81う ウイ ル ス の H A l を行 っ

たの が表 3 で ある
． 抗血清は 同じで も， 表2 と 異な り

Bノ福井ノ363ノ81 株の M T 系増殖ウイ ル ス は
，

2 つ の標

準株 の 1ノ8 の H A工値 と な り ， Bノ福井ノ364ノ飢 株 は 標

準株と 同じか 1ノ2 の 変動 に す ぎなか っ た
．

こ れ らよ り， ウ イ ル ス 増殖 の 宿主細胞
，

M T 系と

D C E 系の 違い に よ る H A n i n 抗原性 の変動は， 流行時

分離株 中の H A n i n 抗原変異株の 中で も Bノ福 井ノ363ノ

81 株に 著 しい と思 わ れた ．

3 ． ウイ ル ス 継代法の 影響

上記の ごと く ， 自然界か ら M T 系で 分離し た Bノ福

井ノ363ノ8 1 株 は 増 殖 宿 主 細 胞 の 違 い に よ り そ の

H A n i n 抗原性の 変異 をもた ら す こ と か ら
，
ウイ ル ス 増

殖系を M T か ら M また は D C E 系 に変 え， 増殖継代法

お よ び増殖宿主 細胞の 差 に よ り H A n i n 抗原変異の 起

こ る可能性に つ い て さ ら に検討 した く図1う．

表2
，
3 の 実験で用 い た 2 種類の 抗血 清 に対 し， M T

由来株 は
，

M T 系の 条件下 で継代を繰り返 して も産 生

ウイ ル ス の H A n i n 抗原性 には 5 継代に 亙 り ， 全く 変

化が 見ら れ ず
，

分離時の E A ni n 抗原性状の 持続が 見

られ た ．

一 方
， 継代法 を M T か ら M 系に 変 える と

， 標

準抗原 に 対 す る抗血 清 く抗 Bノ神奈川ノ3ノ76 お よ び 抗

Bノシ ン ガ ポ ー ルノ222ノ79 血 清う へ の H A 工価 は上 昇 し

た ． 即 ち双 方の 抗血 清値 くホ モ 標準 ウイ ル ス 抗原 に 対

す る H A工値，
1 二5 1 2 お よび 1 こ102 4

へ 20 4 8ンに よ り

一

層近づ き 2 代の 継代で 4 倍 へ 8 倍の 上 昇を 示 し
，

そ

の 後は
，

2 代以 降 5 代 の 継代ま で
一 定 の H A 王価 を 示
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T a bl e l ． H e m a g gl u ti n a tio n i n hibiti o n くH A Il tit e r of f e r r e t a n ti －

S e r a a g ai n s t

i nfl u e n z a B vi ru S e S n e W l y i s ol a t e d b y M T s y s t e m
ホ

H Al tit e r s of f e r r e t a n ti s e r a m

A n ti g e n s
＋ホ

a n tiT BJ K a n a g a w a1 3ノ76 a n tトBI si n g a p o r eノ22 21 7 9

R ef e r e n c e vir u s

即 K a n a g a w aノ3ノ76

BノSi n g a p o r eノ22 2ノ79

N e w ly i s ol a t e d vi r u s

B ノアu k u iノ35 6ノ81

B I F u k uiJ 3 6 2I 81

B ノF u k niノ36 3ノ81

B ノF u k uiノ36 4ノ81

B ノF u k uiノ36 5ノ8l

2 5 6くい

32く1ノ81

3 2く1ノ81

1 2 8く1ノ2さ

64くい

64く1 コ

く32くく1ノ21

6 4くい

く32くく1ノ引 く32くく1ノ21

1 2鋸1ノ2I 6 4くい

1 28く1ノ21 64く11

．
M D C K c ell s w e r e c ult u r e d i n t h e m e d i u m c o n t ai n i n g tr y p si nく15 FL gJ m ll ，

R e f e r t o m a t e ri al s a n d m e th o d s i n d e t ai 1 ．

冊 V i ru S e S W e r e g r O W n i n M T s y s t e m －

T a bl e 2 ． H e m a g gl u ti n a tio n i n hibiti o nくH A Iltit e r of c hit k e n a n ti s e r a a g ai n s t

n e w l y i s ol a t e d i n fl u e n z a B vi r u s e s g r o w n i n D C E
ヰ

s y st e m

H A I tit e r s o f c h i ck e n a n ti s e r u r n

A n ti g e n

a n tトBノK a n a g a w aノ3ノ76 a n ti － BノSi n g a p o r e1 2 2 21 7 9

R ef e r e n c e Yi r u s
輌

BノK a n a g a w aノ6ノ73

BノSi n g a p o p eノ22 2ノ79

N e w l y i s ol a t e d vi ru S

BノF u k u iノ36 31 81くD C E － 11

B J
，

F u k u iJ
，

3 6 4ノ81くD C E － 11

5 1 2くい

256く1ノ2I

1 28く1ノ4I

1 2 8く1ノ41

1 0 2 4くり2う

204 8く1I

5 1 2くlノ4I

l O2 4く1ノ21

■
D e v el o p l n g C h i c k e m b r y o －

．．
R e f e r e n c e vi r u s w e r e gr o w n i n M T s y s t e m －

T a bl e 3 ． H a m a g gl u ti n a ti o n i n hibiti o n くH A Il tit e r of c hi c k e n a n tis e r a a g ai n s t

i n fl u e n z a B vi r u s e s g r o w n i n M T S y s t e m
韓

H A I tit e r s of c hi c k e n a n ti s e r a

A n ti g e n

a n tiT BノK a n a g a w aノ3 J
，
7 6 a n ti－Si n g a p o r eノ2 2 21 79

R ef e r e n c e vi r u s

BノK a n a g a w aノ3ノ76

BI S i n g a p o r e 12 2 2ノ79

N e w ly i s ol a t e d v ir u s

B ノF u k uiノ36 3ノ81

BノF u k uiノ36 4ノ81

5 1 2く1I

2 5 6く1ノ2I

3 2く1ノ即

256く1ノ2I

5 1 2く1ノ2フ

10 2 4く1 1

1 2 8 H ノ81

1 02 4くい

ホR e f e r t o th e f o o t n o t e of T a b l e l ．
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し た．
こ の 変異 は宿 主細胞 を D C E 系 に 変 える こ と に

よ り更に 早く 認め ら れ
，

1 代継 代 を行う こ と で 8 倍

旬 16 倍 の 上 昇 が 観 察さ れ
， 以 後 は 5 代 ま で

一 定 の

H A ni n 抗原性 を示 し た ．

H ． 野 外分 離株の 抗 原 性変化 に つ い て の 実験的 追求

1 ． Bノ福井ノ363ノ8 1 株 ウイ ル ス の ク ロ
ー ニ ン グ

継代法の 遠 い や 使用宿主細胞の 相違 に よ り
，

H A ni n

抗原に 変異を も た ら す要 因の 一 つ と して M T 系で 自

然界よ り分 離さ れ た ウイ ル ス 試料中に H A n i n 抗原性

を異に す る ウイ ル ス が混在し
， 同時に

， 増殖能が宿 主

細胞で 異な る可 能性 が考 えられ る ． これ を実証す る ご

と く ，
M T 系で 分離 した Bノ福井136 3J 8 1 株 を M T 系

で 2 回継代後
，
M D C K 細胞上 で プラ ッ ク を形成さ せ る

と サイ ズの 異な る 二 種類の ブ ラ ッ クが 出現し た
． 出現

プラ ッ ク 数の 比 は サ イ ズの 小さ い ブ ラ ッ ク 13 0 ケ に 対

し大き な ブ ラ ッ ク は 1 ケと 小 プ ラ ッ ク が そ の 主流 で

あ っ た
．

そ こ で 大小 それ ぞれ の プ ラ ッ ク よ り ウイ ル ス

のク ロ
ー

ニ ン グを行 い
，
総計 39 株 く大 プラ ッ ク ニ 5

，
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Fi g ． 1
． C h a n g e i n a n tig e ni ci ty o f v i r u s s tr ai n B I

F u k u iノ36 31 81 s e ri all y p a s s a g e d i n d e v el o pi n g

C hi c k e m b r y o s
，
M D C K c ell c ult u r e

，
O r M D C K c ell

C ult u r e c o n t ai n l n g tr y p S l n ． A t e a c h p a s s a g e

l e v el ， th e a n ti g e n i ci ty of vi r u s h e m a g gl u ti n i n w a s

e x a m i n e d b y h e m a g gl u ti n a ti o n i n h ib iti o n 田 AIJ
r e a c ti o n ．

t A l ，
a n ti － B I K a n a g a w a 1 31 7 6 s e r u m i くB l ，

a n ti－BI
S i n g a p o r eノ2 2 2 1 7 9 s e r u m ． D e v el o pi n g c h i c k

e m b r y o s
，
口 こ M D C K c ell c ul t u r e

，

0 三 M D C K c ell

C ult u r e c o n t a i ni n g tr y p s l n
，

中 ．
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小 ブ ラ ッ ク ニ3 4フ の ウイ ル ス ク ロ
ー ン を分離 した

． 得

ら れ た 大 小 2 種 類 の プ ラ ッ ク 由 来 ウ イ ル ス を 更 に

M T 系で 3 回連続 プラ ッ ク ク ロ
ー

ニ ン グを行い
， 小ブ

ラ ッ ク お よび大 プラ ッ ク 形成株の 代表株と して 各々 に

BI S Pl l l18 1 株 くS P 株1 と BノL Pノ118 1 株 くL P 株l を

選び以下の 実験 を行っ た
．

2 ． ク ロ
ー ン 化ウイ ル ス の E A n i n 抗原 性

Bノ福井ノ363ノ81 株が 宿主 細 胞継代法 の 遠 い に よ り

H A n i n 抗原性 に 相違 を生 じる こ とか ら
，
ク ロ ー ン 化ウ

イ ル ス S P 株 お よ び L P 株の H A n i n に つ い て 検 討 し

た ．
M T 系に お い て連続 8 代ウイ ル ス 継代を繰 り返 し

て も抗 BJ 神奈川1 31 7 6 血清 に対 する H AI 価は
，
S P 株

で 1 2 8 倍 ， L P 株 で 51 2 倍の H A l 価を持続 し全く変化

は見 られ な か っ た ．

更 に
， 抗 S P お よ び L P 株 ニ ワ トリ血 清を作り

，
Bノ神

奈Jlけ3ノ76 株 ウイ ル ス と その ニ ワ トリ抗血清 を標準 ウ

イ ル ス 抗 原 お よ び 抗血 清 と し て
，

これ らの 間 の 交叉

H AI 試験 を 行 っ た く表 4 l
．

S P 株 は Bl 神奈 川1 31 7 6

抗血 清に 対 し
，

ホ モ H A 工価の 1ノ8 の H A工価を示 し
，

M T 系由来の 親の 未 ク ロ ー ン 化 Bノ福井ノ363ノ81 株 に

よ り近 い 性質 を有 する こ とが わか っ た ．

一

九 L P 株は

ホ モ H A I 価 の 1ノ4 の H A工価 を 示 し 標 準株 Bノ神 奈

川ノ3ノ76 に よ り近 い H A ni n 抗原性状 を有す る こ と が

判明し た ． しか し後述の ごと く ， トリ プシ ン非存在下

では
， S P 株の 増殖 は見ら れず

， 従 っ て M 系増殖 ウイ

ル ス を用 い て の S P 株の H A n in 抗原性状 を検 討す る

こ と は出来な か っ た ． こ れ に 対し L P 株 は M T お よび

M 系の 条件で も ウイ ル ス は 同様 に増殖し
，
産生 され た

ウイ ル ス の H A ni n 抗原性状は抗 B パ申奈川1 6 J
，

7 3 ニ ワ

トリ血 清 に対 し， 共 に H A l 価5 1 2 倍 を示 し
， 宿主細胞

継代法の 遠 い に よ る H A n i n 抗原性の 差は生 じな か っ

た
．

3 ． L P お よ びS P 株の 交差中和試験

H A ni n 分 子 が ウ イ ル ス 感染症 の 中和 に 関与 し て い

る こ とは 明 ら か で あ り
， 上記 2 ． で述 べ た H A n i n 抗原

性の 適い が H AI 抗体価の み なら ず中和抗体価 に も 変

化を与 えて い る可能性が 考え られ る ． そ こ で
，
L P お よ

び S P 両株の 抗原 性の 違 い を中和抗体価の 差 異で測定

し た く表5 J ． 抗 B ノ神奈川ノ3ノ76 ニ ワ ト リ血 清の 中和

抗体価 は ホ モ の B ノ神奈川ノ3ノ76 株 に 対 して は 1 0 00 倍

で あ っ た が ， L P 株に 対 して は150 倍，
S P 株 に 対 して

62 倍で あ っ た ． 抗 L P 血 清 くホ モ 11 9 0 倍フを用 い た組

み 合わ せ で は
，

Bノ神奈川ノ3ノ76 株 は25 6 倍， S P 株 は

70 8 倍で あ り ， 抗 S P 血 清 くホ モ 1 0 50 倍ンで は Bノ神奈

川パノ76 株 は 94 倍，
L P 株 は84 2 倍で あ っ た．

こ れ ら交

差中和試験 か らも H Al 抗体価 で見 られ た抗原性 の差

と ほぼ 同様 な違い が中和抗体価 か らも認め る こ と が出
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来た
．

4 ．
ク ロ

ー ン ウイ ル ス株の 増殖 に 対す る トリ プ シ ン

の 影響

S P 株の 増殖 は M T 系 に お い て の み 良好 に 認 め ら

れ ， M 系で は ごく僅 か しか 見ら れ な か っ た こ と よ り ，

その 増殖は トリ プ シ ン に依存す る こ とが 示 唆さ れ た
．

そ こ で各種濃度の トリ プ シ ン 存在下 の
，
M D C K 細胞上

で， S P 株の 増殖性 を検討 した ． ト リ プ シ ン 濃度が 0

句 2 帰 gノm l に な か様， 維持液 に 添加 し
，

S P 株の ウイ

ル ス 産生を H A 価で測定 した く図 2つ．
0 お よ び5 月gノ

m l の トリプ シ ン 存在下で は
，
細胞外産生ウイ ル ス は認

め られ ず
，
1 0 ノ上gノm l 以上 の トリ プ シ ン 存在下 で初 めて

その産生が 見ら れ た ．
1 0 旬 2 0 ノ棺ノm l 濃度で の ウイ ル ス

産生量 は
，
H A 価で測定し た場合

，
96 時間後 64 H A 価

の ウイ ル ス が 産生 され た の で以 後の 実験 に は 15 声gノ

m l の トリ プ シ ン を使用 した
．

次ぎに
，

トリプ シ ン 存在下 と非存在下 で L P
，
お よ び

S P 両株 の細胞外産生 ウイ ル ス 量 を経 時的に H A 価 お

よび 感染価 くP F Uノm り で 測定し た ． こ の 際 L P 株ま た

は S P 株を M O I 約 1 で M D C K 細胞に 接種 し
，
2 4

，
4 8

お よび 72 時間後の細胞外放 出ウ イ ル ス 量を測定 した ．

L P 株 に つ い て は細胞外放出 ウイ ル ス 量 を H A 価 で 測

定 し た 時，
ト リ プ シ ン 存 在下 で は1 28 へ 2 5 6 H A U ノ

0 ． 0 2 5 m l
，

ト リ プ シ ン 非 存 在 下 で も ほ ぼ 同様 な 懐

く64
■

1 1 2 8 日A U ノ0 ． 0 2 5 m lう を示 した
． 感染価 で 測定し

た時， 感染後24 時間で は トリ プ シ ン存在下 で は 5 ．4 X

l O
7
P F U l m l を 示 し ， トリ プシ ン 非存在下 で の 値1 ．3 x

l O
7
P F Uノm l に 比 べ やや 高い 傾 向が 見ら れ たが

，
4 8 時

間以後 の産生量 に は有意差は認 め られ な か っ た く図3

くAll ．

一 方S P 株に つ い て は ， ウイ ル ス 量 を H A 価で

測定 し た時 ト リ プ シ ン 存在下 で は 64 H A U ノ0 ．0 25 m l

以 上 の 値 を 示 し た が
，

ト リ プ シ ン 非 存 在 下 で は2

H A Uノ0 ． 0 25 m l 以下 を示 し極め て低 か っ た ．
この事は

感染価 で 測定 した暗も 同様 に 認め られ た
． 即ち トリ プ

シ ン存 在下 で の 感染価 は 7 ， 2 X lO
7

へ ■1 ． 9 X l O
白

P F Uノ

m l で あ っ たの に 対 し， トリ プ シ ン 非存在下で は 1 ．8 X

l O
3 ノ

ー 4 ． 8 X lO
3
P F Uノm l に す ぎな か っ た ．

5 ． L P お よ び S P 株 ウイ ル ス R N A の解析

L P と S P 株の 間で 見ら れ る生物学的性状 くH AI や

中和反応う の遠 い が
， 単 に宿主 に よ る修飾な の かある

匂

い は
， 遺伝子 レ ベ ル の変異に基づ く も の か を明 らか に

す る た め に ウイ ル ス R N A の 解析を行 っ た ．

T a bl e 4 ． C r o s s h e m a g gl u ti n a ti o n i n hib iti o n くH Al l t e s t of i nfl u e n zよ B vi r u s

cl o n e s
，
S P a n d L P ， is ol a t e d f r o m BノF u k uiJ

，

3 6 31 81

H A I tit e r s of c hi c k e n a n ti s e r a

A n ti g e n
撫

K a n a g a w aI 3J 7 6 S P L P
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S P 1 2 8く1 仰 20 4 8く1 う 1 0 2 4く1ノ2う

L P 5 1 2くlノ4う 10 2 4く1ノ21 2 0 4 8くい
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出
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S P 6 2く0 ．0 63う

L P 1 5 0く0 ．1 5 01

9 4く0 ．0 8 9う 25 6く0 ．21 5う
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M e tb o d s ．
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図4 に は H A n i n お よ び N A 両 R N A 分 節の 泳動 パ

タ ー ン を示 した ．
H A n i n R N A 分節の 移動度 は両 ウイ

ル ス株間で 同様で あ り
，

こ の 実験 に 用 い た
一 次元電気

泳動で検出出来る よう な構造上 の 差異は な い と推察 さ

れ た．
しか しな が ら

，
N A R N A 分節の 移動度は両者

間で 差 を認 めた ． 即 ち
，
S P 株の N A R N A 分節は移動

度が遅く H A n i n R N A 分節と ほ ぼ同位置に 見 られ
， 両

者の ウイ ル ス の N A R N A 分節構造な い し分子 量 に 善

があ る こ と が 明 ら か に な っ た ． この こ と は
，
N A の生

物活性に 遠 い が ある 可能性 を示唆 した ．

6 ． L P と S P 株ウイ ル ス の N A 活性 の 比 較

M T 系 で増殖さ せ た L P お よ ぴ S P 株 の ウイ ル ス の

N A 活性 を測定 し比 較 した ． 表6 に 示 し た ごとく， 両 ウ

イル ス の 粒子 数 を E A 価 で ほ ぼ そ ろ え て 同 一 に し
，

f e t ui n を基質と した 場 合， S P 件の N A 活性 は L P 株

の 値の ほぼ 半分を示 し， 活性は明ら か に 低か っ た ．
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イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス に 高い 感受 性 を示 す犬 腎由来

継代 くM D C K l 細胞 － T r y p si n くM TI の 系引 61
が確立さ

れ て以来
，
風邪患者からの ウイ ル ス分 離に は従前よ り使

用 さ れ て い る D C E に 加 え て
，

これ が 広 く用 い られ る

様 に な っ きた ． 著者も 198 い － 1 9 8 2 年 に か け て の 福井県

下の 冬 期イ ン フ ル エ ン ザ 流 行 時 の 患 者 材 料 よ り

M D C K 細胞 q トリ プ シ ン の 有 くM Tl ， 無 くM l の 系と

D C E の 系 を用 い 総計 42 株 の B 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ

イ ル ス を分離 した
．
D C E で の 分離は わずか 2 株 で あ っ

たが ，
M T 系で は 21 株

，
M 系では 19 株で あ っ た

．
以

上 の こ と か ら B 型ウイ ル ス 分離に は
，

M D C K 細胞 を

用し－ る方が 圧倒 的に 効率よく 分離さ れ る こ とが 明ら か

と な り
， 既 に 報告

7Il り1 2I2 2I 2 3I
さ れ て い る結果と同様な結
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Cl o n e d v i ru S e S ， L P a n d S P ， i n M D C K c ul t u r e s ．

M D C K c ul t u r e s i n p e tri d i s h e s く3 5 m m d i a m e t e rJ
W e r e i n f e c t e d w ith L P o r S P a t a m ulti pli cit y of

l P F Uノc ell ． A f t e r 4 0 mi n ． a d s o r p ti o n
，
2 m l of

m ai n t e n a n c e m e di u m c o n t ai n i n g t r y p si n く15 JL gl
m り w a s a d d e d t o th e c ult u r e s ． A t th e i n d i c a t ed

ti m e a ft e r i n f e cti o n
，
a m O u n tS O f i nf e cti o u s v i r u s e s

くP F Uノm ll くS Olid li n eJ o r h e m a g gl u ti n i n ti t e r

くH A U Iくd o tt ed l in el of vi r u s e s r el e a s e d i n t o t h e

m e di u m w e r e d e t e r m i n ed ． くAJ ，
L P i くBJ ，

S P ．

P r e s e n c e o f t r y p si n
，

0 3 A b s e n c e o f t r y p si n
，

■
．
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くa I くb J くc う

Fi g ． 4 ． El e ct r o p h o r e ti c p a t t e rn O f R N A d e ri v e d f r o m r e f e r e n c e B I K a n a g a w a J
，

31 7 6

S t r a i n a n d cl o n e d vi r u s e s
，
L P a n d S P ． B I K a n a g a w a J

I
3ノ76－，

L P －

O r S P－i n f e c t e d

M D C K c ul t u r e s w e r e l a b el e d w ith 亡
32
P H 6 0 JL Cil m り a n d r a d i o

－1 a b el e d vi r u s e s w e r e

p u rifi ed a s d e s c ri b e d i n M a t e ri al s a n d M e th o d s ． R N A w a s e x t r a c t e d f r o m p u rifi e d

Vi r u s e s a n d el e c t r o p h o r e s e d i n 2 ．8 ％ p o ly a c r yl a m i d e g el c o n t ai n i n g 6 M u r e a f o r 1 4

h o u r s ． L a n e くal ，
B ノK a n a g a w a 13I 7 6 ニ L a n e くbl ，

L P
，
L a n e くcl ， S P ．

T a bl e 6 ． N e u r a mi nid a s e a c ti v ity
木

of t w o

cl o n e s
， S P a n d L P ，

is ol a t e d f r o m

i n fl u e n z a vir u s B J
I

F u k ui1 3 6 31 81

N e u r a m i n id a s e a c ti vit yくO D 5 4 9 n m l o f

V ir u s
Vir u s s o l u ti o n d il u t e d b y

l 二 2 1 こ 4 1 こ 8 1 こ1 6

S P O ．2 9 0 ．1 6 0 ．0 8 0 ．0 4

L P O ．6 5 0 ．3 8 0 ．1 7 0 ．1 0

ホS P a n d L P vi r u s w e r e g r o w n i n M T s y s t e m ．

T hir ty t w o H A U 1 0 ．2 5 m l o f b o th vir u s e s w e re

S e ri ally dil u t e d b y 2－f old st e p s ， T h e s e d il u t e d

vi r u s e s w e r e i n c u b a t e d w it h f e t u i n f o r n e u r a m i－
nid a s e a c ti vi ty a s s a y a t O D 54 9 n m ．

論 に 達し た
．

しか し
，

こ う し た分離率と は別 に
，

こ の 系 に よ り得

られ た 分離 ウイ ル ス の H A n in 抗 原性 は， D C E 系分離

の それ と時に 異な る こ とも 知 られ
1 111 2 J

， 分離に 使 う宿

主細胞の 選 択と 分離株の 抗原分析に は注意が必 要と い

わ れ て い る
．

しか し， 我 々 が 今回得た M
r

r 系に よ る分

離ウ イ ル ス の 大部分 は標準抹 Bノシ ン ガ ポー ルノ2 2 2ノ79

と 同様 な性状 を示 し てしユた ． しか し， M T 系で の み 分

離さ れ た Bノ福 井ノ35 6ノ8 1 株と B ノ福 井ノ36 3ノ8 1 件 の 2

株に は か な り 大 き な達し1 が見 られ た ． 通 常 W eb s t e r
2．り

ら に よ る と B 型イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の H A ni11 抗

原 の 変 異 率 は 10
8
に 1 つ 以 下 で A 型 に 比 較 し 約1 ノ

ノ

1 0 0 0 の 低率と 言われ て し1 る ． ま た
，
B 型 ウ イ ル スの 保

有は と 卜以外の 動物 に は い ま だ発 見 さ れ て お ら ず
25 I

，

した が っ て 動物界で 遺伝子 プ ー ル が 欠如 し て し1 る こ と

な ど
，

こ の ウ イ ル ス の 抗原変異 の 特性 を明 確 に 説明 し

て い る
．

しか し
， 著者が 分離 した 二 つ の M T 系由束株

に 見 ら れ た様 な H A n i n 抗原性状 の 変異 む こ う した モ

ノ ク ロ ナ ー ル 抗体を使用 した解析 で 考え られ る こ とで

あ り ， 多く の 報告が 行わ れて い る
2 6 ト 31 1

．
し か し

，
ポリ

ク ロ ナ ー ル 抗体 を 周 い た詳細 な報 告は み ら れ て い な

い
．

そ こ で ， B l 福井ノ363ノ8 1 株 に つ い て 宿主 を D C E に
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変え て 増殖を行 い 得ら れ た ウ イ ル ス の 抗原性 を調 べ た

と ころ，
H A 最 n 抗原性状 に 変化が 見 ら れ標準株と 同様

な性状を示 す よ う に な っ た ． 即 ち ウ イ ル ス を増殖さ せ

るとき の 宿主 の 遠 い が， 抗原性 に 大き な違 い を生 じさ

せ て い る こ と が示 唆 さ れ た
．
そ こ で

，
B ノ福井ノ363ノ8 1 株

を選 びその 生物性状 をよ り詳細に 調 べ る こ と に よ ウ ニ

の よう な現象が どの 様 な機序で 起 ニ リ 得る か に つ い て

検討し た ．
まず，

B ノ福 井ノ363ノ8 1 株の H A 山n 抗原性 が

宿主の 遠 い で どの 様に 変わる か を D C E
，

M
，
M T の 系

で 調 べ た ． 本 ウ イ ル ス は M T 系で 継代す る限 り継代前

ヒ全く 変わ ら ぬ 安定 な H A Ili 11 抗原性 を示 す が
， 宿 主

を D C E に 変え る と変化 し て 1 代の 継代 で 標準株 と同

様な抗原性 を示 す よ う に な っ た ． こ の 変化は， 速や か

に起 こ っ て い る こ と が推測さ れ た ． M 系継代 で は 2 代

継代に よ り安定 な抗原性 を示 し たが そ れ は
，
D C E の 系

に近 い 抗原性， 即 ち 標準株 に近 い も の で あ っ た ．

こ う した 現 象の 起 こ り得 る 可能性 と し て は
，

Bノ福

井ノ363ノ8 1 株試料中の ウ イ ル ス は純粋 に 単 一

と し て存

在する が
，

ウイ ル ス 増殖時の 宿主 の 違 い
， あ る い は宿

主の 培養条件の 遠 い に よ り抗原性が 異な る の で は な い

か と い う 考え 方で あ る ． イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の

H A ni n は N A と同様 に 5 へ．8 ％ の 糖 を含む 糖蛋白抗

原と して 知 ら れ て お り
3 21 細

，
その 分 子 中の 特 定な ア ミ

ノ酸配列 くA s n
－ X－S e r 或 は A s n－X－T h rうに 宿主 特異的

な糖鎖が付加され て 成熟 する
3 恒 3 71

． 従 っ て宿主 が 異な

れば糖鎖が異 な り
， 抗原 性に 影響を与 える こ と は十分

考え ら れる こ と で あ る
3 8 ト 4 り

． それ ゆ え
， 宿主細胞の 適

い に よる H A 11 山 の 抗原 性の 適し1 はあ る程度予 測さ れ

る が ， こ こ で 見ら れ た変異 は宿主細胞の 違 い ば か り で

なく， 継代法の 遠 い に よ っ て も H A n i n 抗原 性に 羞 が

認められ て お り
， 興 味 ある現 象と思 わ れ る ．

しか し， 使用 し て し1 る 抗体 はポ リク ロ ナ ー

ル 抗体で

あり
， 殆 どす べ て の 抗原 決定基 が 反応 しな く な る と は

考え難く
，

ま た宿主 が変わ っ て も標準 株と 同様な 抗原

性 を示 す ウ イ ル ス が 多い こ と か ら
，

Bノ福井ノ363ノ8 1 株

け如き宿主依存性抗原 変化は一
一 般に 説明 し 難い もの と

考え られ る ． そ こ で
， 抗原 分析 に 用 い た B ノ福井ノ363ノ

81 株の 試料中 に は 2 種類以 上の ウ イ ル ス が 混 在 し て

し 1る 可能性が示 唆さ れた ． 即 ちくい M T の 系で は非常に

よく 増殖で き る が D C E で は 増殖 し に く い ウ イ ル ス

r抗原性は標準株と 異 な るうこほぅそ の 道 に D C E で は比

較的よ く増殖す る が M T 系で は そ れ ほ ど増殖性 を 示

さなし ユ と い っ た ウ イ ル ス の 存在が 考え ら れ る
． 後者の

可能性 を証明 す る た め に B ノ福井ノ363ノ8 1 株 よ り M T

系で プ ラ ー ク サ イ ズの 大小 を指標に 計 39 件 の ウ イ ル

スを ク ロ ー ン化し， その 内の 2 株 を選 び
，

以後の モ デ

ル実験 の 使用 ウイ ル ス と した ． 即 ち
，

プ ラ ー ク サ イ ズ

は径が 1 へ 2 m m の も の を S P 株
，

3 へ 4 m m の も の

を L P 株と し た ． 両 ウ イ ル ス を M T 系で 増殖 させ 抗原

性 を調 べ た と こ ろ
，

S P 株の H A n i n 抗原 性は， 親株

くBノ福井ノ363ノ8 1 株うと同様 な性状 く標準株よ りず れ た

H A 11ill 抗原性う が 見られ ， L P 株は標準株に 近 い も の

で あ っ た
． 次 ぎ に S P 株 と L P 株 を M T 系で増殖させ

た時 は S P 株の 増殖速度 は L P 株 に 比 べ やや 遅 い が 感

染性 ウ イ ル ス の 産 生量 は圧倒的 に 高か っ た ．
ま た M 系

で増殖さ せ た時 は
，

逆 に L P が高 く S P 株 は ばと ん ど

産生 さゴL な か っ た ． 通常， イ ン フ ル エ ン ザウ イ ル ス の

増殖 に は ウ イ ル ス の H A Il 血 糖蛋白の 解裂
42 卜 471 が必 須

と され て い る ． し か し
，

M D C K 細胞 を用 い た場合
，

B

型 ウイ ル ス は こ の H A Ili11 解裂 に 必 要な 酵素プ ラ ス ミ

ン くpl a s mi n l は血 清中 の プ ラ ス ミ ノ ー ゲ ン 活性化

因 子 に よ っ て供給さ れ る こ と に よ り
，

トリ プ シ ン に 代

表さ れ る蛋 白分解酵素を外か ら添加しな く とも ， ウイ

ル ス増殖 は可能とさ れ てし1 る
7I

． しか し
， 集団発 生時に

患者か ら ウイ ル ス分離を行う に 際 し
，
自然界で の 流行

の 型 を予 測す る こと は 困難な た め ， 通常 トリ プ シ ン存

在下 くM T 系う で分離が行わ れ て い る
．

か か る条件下

で 考 える と
，

M T 系で 分離さ れ
，

M T 系で 視 ウ イ ル ス

Bノ福井ノ363ノ飢 株を継代し た場合， 標準株と抗原性が

大き く 異 な る S P 株型 ウイ ル ス が産 生 量 で L P 株 を凌

駕し
，
その 結果

，
S P 株型 ウイ ル ス が 多数 を占め る結果

と して 標準株 と 異なる H A ni n 抗原 性状 を示 した も の

と 考え られ る
． 逆に M 系で Bノ福井ノ363ノ8 1 株 を継代

す ると 標準株 に 近 い L P 株型 ウイ ル ス が大多数 を占め

る結果と し て
， 標準株 に 近い 性状を示 し た こ とが 考 え

らj L る ． D C E に S P 株，
L P 株 を接種し た場合は お そら

く M 系と 同様な 結果 が得られ る と推測され ， 今後， さ

ら に 確か め る必 要 が ある も の と 思 われ る
．

次 ぎに 以 上の ごと く
，
E A I 試験や 中和試験 に お し 1 て

S P
，
L P 両 株の 抗原性 に違 い を認 め た が

，
こ れ らの 相違

は H A llill 分 子 の 構造の 差に よる こ と が想像さ れ る ．

しか し
，

同
一

細胞で 増殖 させ た両 ウ イ ル ス の H A ni n

ポリ ペ プ チ ドの 小 さ な適し 1 を電気泳動等で 明 ら か に す

る の は困 難と考 え，
よ り 鋭敏 に 差違 を検出し得る と 思

わ れ る H A n i n 指令 R N A 分節の 電気泳 動 に よ る移 動

度を比 較し た ． し か しな がら， H A ni n R N A 分節に は

検出出来得る様 な差違 は見出 し得なか っ た
．
と こ ろ が

，

N A を指令 す る R N A 分 節に は明 ら か な差違が あ り
，

N A の ポ リ ペ プ チ ド構造に 違 い があ る 可能性が 示 さ れ

たの で
，
N A 活性 を比 較 した

．
ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ は ウイ

ル ス 粒子 表面 に あ っ て， ウイ ル ス遺伝子 R N A の 中の ，

N A R N A 分節 に よ り指令さ れ 生 成 さ れ る 酵素 で あ

り， その 作用 は ウイ ル ス が増殖後宿主細胞表面か ら遊

出する の を助 ける機能を持 つ と 考え られ て い る
4別 4 91
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しか しなが ら
，

ウイ ル ス増殖 に お け る正 確た役割は今

の と こ ろ不明 で あるが
，

K l e n k らは 5 0 リ イ ラ ミ ニ ダ ー

ゼ活性の ある ウイ ル ス はシ ァ ル 酸残基 をも たず
，

エ ン

ベ ロ
ー プ をも つ ウイ ル ス で ノ イ ラ ミ ニ ダ ー ゼ活性の な

い もの は
，

シ ァ ル 酵残基を持 つ と こ ろ か ら， ウイ ル ス

の ノ イ ラ ミ ニ ダ
ー

ゼ はウイ ル ス の成熟 に な ん ら か の役

割 を演じて い るも の と報告して い る ． ま た
， 柴田 ら は

5 11

温度感受性株 を用 い た 実験 か ら N A 活性の 欠損 に よ

り ウイ ル ス の 細胞内増殖 が遅延す る こと を報告 して い

る ． 著者が最近の 流行か ら M T 系 に よ り 分離 した S P

株 は N A 活性が L P 株 に比 べ 1J 2 しか な い こ と か ら，

H A n i n の 解裂が され に く く
，

その 為 S P 株 は外部か ら

の 蛋白分解酵素が大量に 供給さ れ な い 限り ，
H A n i n 分

子 の H A l と H A 2
へ の解裂 は困難 で

， 従っ て
，
M 系で は

感染性 ウイ ル ス の 産生が 抑制 さ れ る も の と考 え ら れ

る ． この 結果 は Sf
，

，
L P 両株の 抗原性の 遠い を直接説

明 出来るも ので は ない が， 両株類似の ウイ ル ス が 同 一

試料に 混在した 場合 に は， 宿主細胞 の 違い ま た は同 一

細胞で も継代培養条件の違い で
，
両者の 量的関係が 変

動 を来し，
その 試料の 示 す抗原性が どち らか の ウイ ル

ス の 抗原性状 に 片寄 る こ と を示す
一 つ の証拠と考えられ

る
． 以上 の こ とか ら，

ポ リ ク ロ ナ ー ル 抗体 を用 い た著

者の 実験か ら も B 型イ ン フ ル エ ン ザ の流行様式 は
，

A

型 ウイ ル ス と異な り自然界で 多数の変異株が 同時 に 流

行す る可能性 を有して い る こ とが 明ら か とな っ た ．
こ

の こ と は， 現在使用 し てい る ワ ク チ ン 株は D C E で 分

離 した株の みが 使用 され て い るの で
，

こ う した事実は

今後
，

ワ ク チ ン 株の 選定に あた り具体的 な問題 を提起

す るもの と考 えら れ る ．

結 論

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 流行時に お け る自然界か ら

のイ ン フ ル エ ン ザ B 型 ウイ ル ス の 分離 を試み
，
分離ウ

イ ル ス 株の性状 を検討 し以 下の 結論 を得た ．

1 ． 1 9 8 1
一

旬 1 9 8 2 年 に か け て冬 期福井 県下の 流行 時

に患者より D C E ，
M お よ び M T 系 で分離さ れ たイ ン

フ ル エ ンザ ウイ ル ス 42 株 は， す べ て B 型 で あ っ た
．

2 ． 従来， 頻用 さ れ て来 た D C E に よ る ウイ ル ス 分

離 は
，

わ ずか 2 株 に すぎな か っ た が
，
M 系で は 19 株，

M T 系で は 21 株が 分離 され
，
B 型 ウイ ル ス は D C E に

比 べ M D C K 細胞に はる か に 高 い 感受性 を示 した ．

3 ． 分離 ウイ ル ス 株の H A ni n 抗原性 は
， 大部分が

B 型ウイ ル ス ワ ク チ ン 標準株 に 近い 性状で あ っ た ． し

か し
，

M T 系 で 分離され た Bノ福井ノ356ノ糾 お よ び Bノ

福井ノ363ノ8 1 の 同株は標準株 に 比 べ
，
1ノ8 以 下の 有意の

H AI 価の差 を示 し
，
H A ni n 抗原性に 相違が み ら れた ．

4 ． Bノ福井ノ363ノ81 株は M T 系で継代 した場合，
そ

の H A ni n 抗原 性は
一 定 で 標準株と 異 な る 抗原性 を維

持し つ づ けた
．

しか し
， 継代宿主を D C E に 変 える と抗

原性 は 1 代継代 で標準株 と同 じ性状と な り
，
M 系で は

2 代 の 継代で標準株 に 近 い 性状を示 した ．

5 － Bノ福井ノ363ノ81 株 を M T 系 で プ ラ ッ ク を 形成

さ せ る と
，

ブ ラ ッ ク の 直径が 1 へ 2 m m を示 す も の

くS P 株1 と 3 へ 4 m m を示 す プラ ッ ク くL P 株l が出現

した
． そ の 比 はお よ そ S P 1 3 0 ケ に 対 し L P は 1 ケ で，

各々 か ら 3 回 連続の ク ロ ー ニ ン グで
，

BノS P ハ1ノ81 株

くS P 株l と BI L P1 1J
I

8 1 株 くL P 株l の 2 種の ク ロ ー ン

を得 た
．

6 ． S P 株 の H A n i n 抗原性 は ク ロ ー ニ ン グ 前の 親

株 と同様な性状 を示 し，
L P 株は 標準株と 同 じ性状で

あっ た ．

7 ． S P 株の M T 系 で の増殖速度 は L P に 比 べ や や

遅 い が
， 感染性粒子 の 産生 は圧倒的 に 高い 値 を示 した

．

しか し， M 系で の増殖で は逆 に L P 株が 高い 産生量 を

示 し ，
S P 株 は極軽微 な増殖 に 過ぎず， S P 株 の トリプ

シ ン 依存性増殖が 明 らか に さ れ た
．

8 ． 6 M 尿 素を含 む ポ リ アク リ ル ア ミ ド ゲ ル 電気

泳動で は
， S P

，
L P 南棟の H A ni n を指令 す る ウイ ル ス

R N A 分節 に は検出出来 うる よう な 差は 見ら れ なか っ

た ． しか し
，
N A を指令す る ウイ ル ス R N A 分節に 明ら

なか 遠い を見 た
．

9 ． S P
，

L P 両株 の ウイ ル ス 粒子 当り の ノ イ ラ ミ ニ

ダ ー ゼ活性値 の 比 較で は
，
S P 株は L P 株に 比 べ 酵素活

性 は 1ノ2 で あ っ た
．
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