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トリ プ シ ン を添加し た犬 腎由来の M D C K 細胞 ( M T) 系は , 古典 的な系の ふ 卵令 10 日の発育鶏卵

( 10 d E ) 系 と共に
, イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の分離に 用 い ら れて い る

.
この M T 系で の

, イ ン フ ル エ ン ザ

ウイ ル ス の 増殖 は
,

1 0 d E 系より若 干高い 感受性 を保有 してい る こ とが 示 さ れた
. 赤血球凝集( H A) 抗原

性 の 適 い は M T 系や 10 d E 系で 分離さ れ た A 型ウイ ル ス で は認め ら れ なか っ た . イ ン フ ル エ ンザ B 型 ウイ

ル ス 株 ( B/ 石川/ 1/ 7 6) で は ,
M T 系分離 ウイ ル ス と 10 d E 系分離 ウイ ル ス 間で 有意 に H A 抗原性の 適 い

が 認め られ た
.

その 適い は
,
M T 系分離 ウイ ル ス 免疫マ ウ ス 血清 を用 い た 時に み ら れ

,

一 方 , 1 0 d E 系分離

ウイ )L/ ス免疫血清 を用い ると検出 され な か っ た . ウイ)t/ ス の 継代 系を M T 系と 10 d E 系で 相互 に 変える と

き , M T 系分離ウイ ル ス の H A 抗原 性が 不可逆的 な変化 を示 す
一 九 10 d E 系分離ウイ ル ス で はな んの 変

化も 示 さ な か っ た
.

また
,

ク ロ ー ニ ン グ実験で は
,

M T 系分離 ウイ ル ス が 同
一

の H A 抗原性 を示 す ウイ ル

ス で あ っ た の に 対 し
,
1 0 d E 系分離 ウイ )t/ ス で は , H A 抗原性が 1 0 d E 系分離ウイ )t/ ス 型と M T 系分離 ウ

イ ル ス 型 を示 す ウイ ル ス が 混在し て い た .
こ れ ら の結果は ,

ウイ ル ス ‡I A 抗原の 安定性が ウイ ル ス の 増殖

に月] い た宿主細胞 に より異 な っ て い る こ と を強く示 唆 して い る
.
H A 抗原性の 場合と 同様な差異が M T 系

分離 ウイ ル ス の 中和 に お け る抗原性 で も示 さ れ た . こ の B 型ウイ ル ス に お け る H A お よ び 中和に お ける抗

原性が 分離や増殖 の 系と して用 い た細胞 に よ り遠い を生ず る とい う 現象は, 1 9 80 年 に M T 系で新た に 分離

さ れ た他の イ ン フ ル エ ン ザ B 型 株で も認 め られ た
.

K e y w o r d s M D C K 細胞 ･ ト リ プ シ ン ･ イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス
･ H A 抗原

イ ン フ ル エ ン ザ の 流行は
, 毎年の よ う に 世界各地 に

発生し,
そ こ で は異な る 抗原型 の ウイ ル ス が 分 離され

る こと も 多 い
. こ の 変異 は特に A 型 イ ン フ ル エ ン ザ ウ

イ ル ス で 最も強く お き , 不連続変異の 場合 は以 前の 流

行ウイ ル ス 株 と は ま っ た く異 なる ウ イ ル ス の 出現さ え

みられ て い る
1 ト 1 4)

イ ン フ ル エ ン ザ ウ イ ル ス の 分離方法と し て は , 発育

鶏卵の 羊膜腔 内お よ び 奨尿膜腔内 へ の 接種 と い う 方

法1 5 = 6 ) が 従来主 に 行わ れ て き た
｡
し か し

,
至適発育鶏卵

の 常時使用 体制 をと る こ と は
,
受精卵の 入 手ル ー

トの

確立 な どの 問題が あ り , どこ の 施設 で も簡単 に 実施 で

き る状況に はな い
. 加う る に

, 患者材料か ら の イ ン フ

ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離に 必 須と され る羊膜腔内接種 に

は, 技術的に あ る程度 の 熟練が必要と され る
.

こ れ に

比 較 し
, 細胞変性効果の 鏡検観 察に よ り ウイ ル ス の 増

殖 を知る培養細胞法 を用 い る と , 発育鶏卵法の 羊水や

黎尿液採取後の 赤血球凝 集反 応に よる ウイ ル ス 増殖確

認な どよ F) , 操作が よ り容易と い う 利点が あ る
.

こ の

た め
,

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 分離目的 に サ ル 腎初

代培養細胞 が従来よ く 用 い ら れ て きた
- 6)

. た だ ,
こ の 分

離系 で は, イ ン フ ル エ ン ザ A 型株 に 感受性 が低く ,
ま

た初代培養細胞 ゆ え に 入手面 で の 制約も ある
. 著 者ら

S t u di e s o n A n ti g e n icit y A n a ly sis of I nfl u e n z a V i r u s e s N e w l y I s ol a t e d b y T r y p si n - a d d e d

M D C K C ell S y s t e m . T e t s u o K aji,
D e p a r t m e n t of V ir ol o g y ( Di r e c t o r‥ P r of ･ M ･ H a t a n o) ,

C a n c e r R e s e a r ch I n stit ut e
,
K a n a z a w a U n i v e r sit y .
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は , 簡単な 処理 (維持液中へ の ト リ プ シ ン添加) に よ

り パ ラ ミ クソ ウイ ル ス の 分離 に V E R O 細胞( カ ニ クイ

ザ ル 腎由来継代培 養細胞) 系が 有用 な系 に な る こ と を

さ き に 報告し
1 7)

,
ま たIt o h ら も 同様 の 事実 を述べ て い

る
1 8)

.

一 方, 1 97 5 年 に T o b it a ら は
, 同様 のイ ン フ ル エ

ン ザ ウイ ル ス 増殖可能な継代培養細胞 系と して ト リプ

シ ン添加 M D C K 細胞( 犬腎由来継代培養細胞) 系 を見

い 出 し
1 9)

, 患者材料か らのイ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の分

離 に も使用 可能 な こ と を示 した
紬

~ 2 2)

こ れ ら ウイ ル ス 分離 へ の細胞感受性 と は別に
, イ ン

フ ル エ ン ザ防疫上必須の 問題 と して 分離 ウイ ル ス の抗

原性, 特 に 赤血球凝集素(h e m a g g l u ti n i n
,
以下 H A と

略) の抗原分析が 行わ れ る
.

飛 肝
1 )

,
古 山ら

22)
は免疫血

清と して ニ ワ トリ血 清を用 い
,

従来 より の発育鶏卵法

分離ウイ ル ス と トリプシ ン添加 M D C K 細胞法での分離

ウイ ル ス を比較 し, 抗原分析上差異 の ない こ と を報告

し
,

後者 の方法が イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離方法と

し て きわ め て有用で ある こ と を示 した .

この 様な状況下で
,
著者も 患者材 料を用 い て の ウイ

ル ス 分離 を試み た .
つ い で

,
マ ウ ス 免疫血 清を用 い て

トリプシ ン 添加 M D C K 細胞法と発育鶏卵法により分離

さ れ た ウイ ル ス の抗原分析 を行 っ た と こ ろ
, 従来記載

なき 2
,

3 の 新事実 を見い 出 した ので 以下述 べ て み た

い
.

材 料 と 方 法

1 . 使用細胞 と培養条件

M D C K 細胞 は, 国立公衆衛生院の 杉浦博 士 よ り分与

を受け
,
飛 田の 方法21)

に準拠 して 培養調 整を行 っ た
.
す

な わ ち
,

単 層 を 形 成 し た M D C K 細 胞 を ph o s p h a t e

b u f f e r e d s a li n
, p H 7 .5 ( 以下 P B S と略) で 2 回 洗浄

し, ト リ プ シ ン (D if c o l : 2 5 0) 0 . 5 m g/ m l
,

E D T A

( e th yl e n ed i a m i n e t et r a a c eti c a cid ) 0 ･ 1 6 m g/ m l を含

む P BS で室温 5 分間の 前処 理 を行 う
. 前処理 液を除去

後, 新 た に 同組成 の トリ プ シ ン 液 を加 え, 分散 し た細

胞 を増殖培養 液 で ある E a gl e
'

s m i n i m al e s s e n ti al

m e di u m ( 以下 M E M と 略) え最終濃度 10 % の 牛胎児

血清 を添加 した液 に 再浮遊 した
. 再浮遊 は

,
細胞濃度

が 1 . 0 ～ 1 .5 × 1 0?c ell s/ m l に な る よ う に 調整 して行い
,

そ の後 37
0

C で 増殖 させ た .
V E R O 細胞 は

, 増殖培養液

と して2 % 仔牛血清加 M E M を用 い
,
6 ～ 7 ×1 0

4
c ell s/

m l に 調整 した .
ア フ リ カ ミ ド リ ザ ル 腎初代培養細 胞

( A f ri c a n g r e e n m o n k e y k id n e y c ell , 以 下 A G M K

と略) は, Fl o w 社よ り購入 し, 増殖 培養液(10 % 仔牛

血清加 M E M ) に 2
～

3 ×1 0
5
c ell s/ m l と して

,
い ずれ

も 37
0

C で チ ュ
ー ブ に 増殖 させ た .

2 . ウイ ル ス 分離方法

1 ) ウイ ル ス 分離材料 の調整

集団か ぜお よ びイ ン フ ル エ ン ザ様疾患の 患者計1
,
05 6

人 か ら綿棒で 咽頭 ぬ ぐい 液 を採取 し,
これ を0 ･ 2 % 牛血

清ア ル ブ ミ ン 加 M E M (抗生物質含有) 4 ～ 5 m l 中に

浸溝後, 前報 の方法1 7)
で調整 した

.

2 ) 培養細胞 に よ る ウイ ル ス 分離

培養細胞 を用 い て の ウイ ル ス 分離に は細胞 を培養し

た チ ュ
ー ブあた り 0 .2 m l の 検体 を接種 し た

. 各検体毎

に 2 本 の チ エ T ブ を使 用 して
, 接種後 は 35

0

C で静置培

養 した . V E R O 細胞の 場合, 検体接種後の 維持液と し

て トリ プ シ ン( Dif c o l : 2 5 0) を1 m l あた り4 JL g 含む

M E M を 用 い た ( 以 下 V T 系 と 略) .
こ の V T 系 と

A G M K 系 は共 に 前報
Ⅰ7) の 方法で ウイ ル ス 分離 を試み

た .
M D C K 細胞 の場合 は

,
飛田

2 1)
の 方法に 準拠 した ト

リ プ シ ン 添加 M D C K 細胞 (以 下 M T と略) 系とし
,

そ の概 略は次 の通 りで ある
. 検体接種後の 維持液と し

て
,

ビタ ミ ン
,

グ ル コ
ー ス をそ れ ぞれ 4 倍 乱 2 倍量

に増強 し,
か つ トリ プ シ ン ( D if c o l : 2 5 0) を最終濃度

で 20 FL g/ m l に な る よう に 加 えた M E M を用 い
,
チ ュ

ー

ブ あ た り 1 . 5 m l を加 え た
. 添加 した どタ ミ ン は 10 0 倍

濃度 の GI B C O 社 製のも の を用い た . 細胞変性効果の 観

察は ,
4 ～ 7 日間行 い

, 観 察終 了 日 を末接種対 照チ ュ

ー ブの細 胞が ガ ラ ス 面よ り剥離しは じめ た翌 日と した .

ウイ ル ス の 分離陽性 も し く は陰性 の 判断 は, 細胞変性

効果 と赤血球吸着反応 で行 い
, 共に 陰性 の場合,

2 代

目 へ の継代 は実施 せ ず
,
分離陰性と した

. 赤血球吸 着

反応 の方法 は,
V T で の 方法

Ⅰ7) と 同様 で, 採 血後 2 週 間

以 内で溶血 の な い モ ル モ ッ ト赤血 球の 0 ･ 2 % 浮遊P B S

を チ ュ
ー ブ あ た り 0 , 5 m l を加 え,

4 ～ 6
0

C
,
3 0 分間の

静置後,
赤血球 の 細胞表面 に お ける 吸着 の 有無を鏡検

した .

3 ) 発育鶏卵 に よ る ウイ ル ス 分離

ふ 卵令 9 ～ 1 0 日目の 発育 鶏卵 (以 下 10 d E と略) を

用い
,

ツ ベ ル ク リ ン 注射器で羊膜腔内,
襲尿膜腱内に

それ ぞ れ 0 .2 m l ず つ 検体 を接種 した .
ウイ ル ス 分離の

可否 は
, 採取液の モ ル モ ッ ト赤血球 な ら び に ニ ワ トリ

赤血球の 両 P B S 浮遊液 (0 . 33 % ) に よ る赤血球凝集反

応 で判断 し
,

2 代継代 後も 反応が 陰性の 場合 をウイ ル

ス 分離陰性 と し た .

3 . 免疫血 清 の 作製

免疫慮と して用 い たイ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス は , 著

者が 分離 した株 で
,

A 型 で は香港 か ぜ 型 ( H 3) の 2 亜

型 ( A / 石 川/3 0/ 76 : A / V i ct o ri a/ 7 5 型 ,
A / 石 川/ 3 /

7 5 : A / 東京/75 型) の M T 系分離継 代株 な ら び に 10

d E 系分離継代株, 計 4 株 の ウイ ル ス で あ る .
B 型の ウ

イ ル ス と して は, 同様 の分離継代ウイ ル ス( B/ 石川/ 1/

7 6) を 用い た
. 各 ウイ ル ス は

,
免疫原 と して 使用する
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時に は
,

赤血球凝集反 応価を 128 倍に 調整し
,

ウイ ル

ス株 1 つ に つ き 5 匹 の マ ウ ス を使用 した . 免疫 は腹腔

内に 1 回 1 匹あた り 2 m l の ウイ ル ス 液を接種 して行い
,

4 日後 に 同様の 追加免疫 を行 っ た
. 採血は

,
追加免疫

後2 週 間目 に 行い
,

5 匹 分を プ
ー

ル し て免疫 血清と し

た . な お
,

B 型ウイ ノレス 免疫血清 と して M T 系で分離

後, トリ プ シ ン を含有してい ない 維持液 を用い た M D C K

細胞 (以下 M と略) 系で 11 代継代 した ウイ ル ス株 に

ょ る免疫血清を も 同様 に して作製 した .

4 . イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル スの 同定

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 同定 は
, 自家製免疫 マ ウ

ス 血 清も し く は国立予防衛生研究所 よ り分与を受 けた

標準抗血 清 ( ニ ワ トリ ま た は フ ェ レ ッ ト) を用い
, 赤

血球凝 集抑制反応で 行 っ た .

5 . ウイ ル ス の 赤血球凝集反応価 お よび 抗血 清の

赤血球凝 集抑制抗体価の 測定

赤血球 凝 集反 応価 お よ び赤 血 球 凝 集抑 制 抗 体価

(h e m a g gl u ti n a ti o n i n h ib iti o n a n ti b o d y ti t e r , 以下

H A I 価 と略) の 測定 は,
す べ て マ イ ク ロ タイ タ 一 法23)

に よ り実施 し た
. 赤血球 は 0 . 4 % ニ ワ ト リ赤血球, 希釈

液に は P B S を使用 した . 赤血球凝集反応価測定 は
,

ウ

イ ル ス 液 を希釈後
!

赤血球浮遊液 を加 え マ イ ク ロ ミキ

サ ー で混和,
4

0

C
,

1 時間静置後の 凝集像 で判定 し, 完

全凝集を 示す最高希釈度 を その ウイ ル ス の 赤血球凝集

反応価 と し た . H A I 価の 測定 に は
,

ま ず希釈血清に
一

定量 の 抗原 ウイ ル ス液 (16 h e m a g gl u ti n i n u n it s) を加

え
, 混和後室温で 1 時間抗原抗体反応 を行わ せ た . そ

の 後,
赤血球浮遊液を加 え て赤血球凝集反 応価測定 と

同様に 反応 させ て 判定 した . H A I 価は
, 完全凝集抑制

を示 した血清の 最高希釈倍数で 表わ し た . 使用抗血清

は
,

r e C e P t O r d e s t r o y i n g e n z y m e ( 武 田薬品工 業 K . K .

製) を血清の 3 倍量加 え
,

3 7
0

C
,

一

夜放置後,
5 6

0

C で

1 時間の 加熱処理 に よ り非特異的抑制物質の 不括化 を

行い
, 赤血 球凝集抑制 反応 に 供 した .

6 . 中和抗体価の 測定

中和抗体価 の 測定 は, 日本脳炎 に お け る 中和抗体価

測定法
2 4】に 準拠 して行 っ た . す なわ ち ,

1 0 0 ～ 30 0 pl a q u e

f o r m i n g u n it s/ 0 ,5 m l に 調整した ウ イ ル ス 液 と種々 の

希釈段階の 血 清と を等量 混合 し
,
3 7

0

C で 1 時間の 中和

反応 を行わ せ た . この 反応混 合液0 .5 m l を直径 60 m m

の プラ ス チ ッ ク シ ャ
ー

レ で 単層を形成 した M D C K 細胞

に接種 した ∴ 3 アC で 1 時間ウイ ル ス 吸 着後 ,
1 次重層

液( M T に お ける維持液中に 最終濃度で約 1 % に なる よ

う に Dif c o 社製の n o b l e a g a r を加 えた) を 4 m l 重層

し た
･
3 4

0

C
, 3 日間培 養後,

n e u t r al r e d を 0 . 2 m g/ m l

含む同組成の 2 次重 層液 でさ ら に重層 して染色 し
, そ

の 翌 々 日 に 出現 pla q u e s を計測 した . 中和抗体価 は
,

1 0 8 3

pI a q u e s 数 を抗血清 との反応 なき 対照の 50 % に減少さ

せ る に 必要 な抗血清の希釈度をグラ フ 上よ り求 め, そ

の希釈倍数 で 表わ した .
な お

, 培養は す べ て C O 2 i n c u -

b a t o r 内で 実施 し た
.

7 . イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の ク ロ ー ニ ン グ

B/ 石川/ 1 /7 6 株 の M T 系ま た は 10 d E 系分離継代

ウイ ル ス を M D C K 細胞 に感染 させ, 3 4
0

C で連続 3 回

si gl e pl a q u e i s ol a ti o n に よ りク ロ
ー ニ ン グし, さ ら に

M T 系で 1 回増殖 させ た ウイ ル ス を ク ロ
ー

ン ウイ ル ス

と した
.

8 . イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の継代

ウイ ル ス はす べ て 10
- 3 希釈を行 っ て

, 次 に 継代 した
.

これ は , 原液継代 で お きる V o n M a g n u s 現象 に よる 不

完全 ウイ ル ス の出現
2 5)と そ の 影響 をさける ためで ある .

継代系と して は
,

M T
,

M ,
1 0 d E の 3 系 を使用 した

.

成 積

1 . M D C K 細胞 の増殖条件 と ト リプ シ ン 耐性

M T 系で必須 と され て い る ト リプ シ ン の 添加
1 9) (2 0

〟g/ m l) は , 細胞 を良好 な状態に維持す る上 でか な り過

酷な 条件 であ り,
V E R O 席田胞で も この 条件下で の 維持

は困難で ある . それ ゆ え , ウイ ル ス 分離増殖 で の 感受

性 を M D C K 細胞で 維持 す る条件 の 再検討 を行 っ た
.
す

なわ ち, 培 養時 の細胞濃度 と増殖培養 日数を組合せ ,

ト リ プ シ ン 必須濃度 (20 〃g/ m l) 含有維持液下で の 細

胞変性効果観察 可能 日数を比較 した . そ の結果,
1 . 2 ×

10
5
c ell s/ m l で 4 日間培養 した場合, 最低で も 4 日 間の

維持が 可能で あっ た
.
つ い で

,
2 . 5 ×1 0

5
c ell s/ m l で 3 日

間培養,
6 ×1 0

4
c ell s/ m l で 5 日 間培養の条件が優 れ て

い た
.

よ っ て
,

こ れ らの 中で
,
1 .2 ×1 0

5
c ell s/ m l で 4 E]

間培養の 条件 を実験 に 使用 す る こ と に した
.

2 . イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離 へ の 各系の 感受性

M T 系の イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離増殖 へ の感受

性 を調 べ る た め , . 既知 ( ウイ ル ス 分離陽性) の患者咽

頭 ぬ ぐい 液を希釈 し て接種 し
,

ウイ ル ス の 検 出限界 を

M T
,
10 d E

,
V T ( パ ラ ミ ク ソ ウイ ル ス の分離に 有用 な

系
1 7)) の 3 分離系で 比較 した (表 1) .

A ( H 3) 型 ウイ

ル ス嘩有患者咽頭 ぬ ぐい 液を用 い た場合,
M T 系は 10

倍希釈 まで 接種チ ュ
ー ブす べ て が 分離陽性と な り

,
そ

の 確認も す べ て が細胞変性効果で行われ た .

一 方 10 d E

系で は原液接種で す べ て分離陽性 とな っ たが
,
1 0 倍希

釈以 上 で の 陽性 は皆無 で あ っ た
.
V T 系の 場合

,
原液接

種 チ ュ
ー ブ 4 本 中1 本の み が分離陽性で , しか も その

確認 は赤血球 吸着反応以 外で はで き な か っ た . 他 方,

B 型 ウイ ル ス 保有患者咽 頭 ぬ ぐい 液 を用 い た場合,
M T

系は原液接種 3 本中2 本,
1 0 倍希釈接種 で 4 本中1 本

が 分離陽性 とな っ た
.

こ れ に 比較し, 1 0 d E 系 は原液接
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種卵 3 個中 1 個 の みで 分離陽性 と な っ た に す ぎず,
V T

系で は原液接種 ( 6 本) で さ え も分離陽性 は 1 本も な

か っ た .
こ れ らよ り

,
患者材料 よ り の A ( H 3) 型と B

型の 両ウイ ル ス に お け る M T 系感受性は , 他の 2 系よ

り 約10 倍程度高い も の と 思わ れ た
.

なお
,

A ( H l) 型

ウイ ル ス 保有患者咽頭 ぬ ぐい 液 を用 い て の検討 はで き

な か っ たが, 飛 田の報告2 1)
によ ると 10 d E 系と の感受性

の 差 はほ と ん どな い と され て い る
.

3 . 各分離系 に お け るイ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離

状況

1975 年 12 月か ら 198 0 年 4 月 ま で の 約 4 年半 の 間

に
,

石川県衛生公害研究所 に 送付 さ れ た 1
,
0 5 6 人の イ

ン フ ル エ ン ザ様疾患患者の 咽頭ぬ ぐい 液を用 い
,

合計

217 株の イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス を 分離 した (分離率

25 % ) .
こ れ らの ウイ ル ス は

, 様々 の 抗原型や生物括性

を持 っ て い る と考 えられ るの で
, 各分離系別 の 比較 を

行 っ た . 分離系 と して は
,

M T
,

1 0 d E の 2 系に加 え
,

上 述 の実験 よ りイ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離系と して

は不適と判 断さ れ た V T 系の 代わ り に A G M K 系 をも

使用 した
. 患者材 料中,

こ れ ら 3 系の 併用 を行わ なか

っ た 例が ある の で
,

これ を除外す る と
, 併用 時の 分離

株総数 は 191 株で あ っ た .
こ の 分離イ ン フ ル エ ン ザウ

イ ル ス の H A 抗原型 は A ( H l) ,
A ( H 3) , B の 3 型

に 大別 され
,
それ ぞれ の 分離株数 は 66 株 ,

9 9 株 ,
2 6 株

で あ っ た (表 2
,

表 3) .

次 に
, 各分離系毎の 各型 ウイ ル ス 分離株数を, 表2

に 示 し た
.

A ( H l) 型 ウイ ル ス は M T 系で 55 株 , 10

d E 系で 57 株分離 され
,

こ の 型 の 分離総株数の それ ぞ

れ 83 %
,
8 6 % と分 離可能な ウイ ル ス の 大半が こ れ ら両

系で 分離さ れ て い る 一 方 ,
A G M K 系で は 1 株の みとき

わ め て低 い 分離率(1 . 5 % ) で あ っ た . 同様 に
,

A ( B 3)

型 ウイ)t/ ス で は M T 系で 82 株(83 % ) , 1 0 d E 系も 78

株 (79 % ) と や は り大半が こ の 2 系で 分離 され てい る .

しか し
,

こ こ で も A G M K 系で は
, 低 い 分離 率を 示した

に す ぎな か っ た ｡ こ の よう に
,

A 型 ウイ ル ス に 対する

分離状況 の 比較か ら は ,
M T 系 と 10 d E 系と の 問に は

有意 な分離率の 差が 認め ら れ ず,
こ の 2 系は 単独使用

で も大半 の ウイ ル ス の 分離 が 可能で あ っ た . しか し
,

T a b l e l . C o m p a r a ti v e s u s c e ptib ili ty o f l O d E
,
M T a n d V T s y s te m t o i n 軋1 e n Z a Vi r u s i s ol a ti o n

f r o m dil u t e d p a ti e n t
'

s s a m pl e s

Vi ru S S a m pl e s S y S t e m

N o . o f p o siti v e
+

/ N o . of i n o c u l a t e d t u b e s

dil u ti o n of s a m pl e

1 : 1 1 : 1 0 1 : 1 0 0

t y p e A s a m pl e

1 0 d E 4 / 4 0 / 4 0 / 4

M T 4 / 4 4 / 4 0 / 4

V T 1 / 4 0 / 4 0 / 4

t y p e B s a m pl e

1 0 d E 1 / 3 0 / 5 0 / 5

M T 2 / 3 1 / 4 0 / 4

V T 0 / 6 N . D f
+

N ,
D !

*

■

p o si ti v e si g n ; C y t O p a t hi c e ff e c t & h e m a d s o r p ti o n i n M T ･

h e m a g gl u ti n a ti o n i n l O d E .

h e m a d s o r p ti o n i n V T
榊

N . D ∴ n O t d o n e .

T a b l e 2 . C o m p a ri s o n o f vi r u s n u m b e r s i s ol a t e d b y e a c h s y st e m (1 0 d E
,
M T

,
A G M K ) f r o m

p a ti e n t s
'

s a m pl e s .

Vi r u s t y p e N o . o f i s ol a t e d vi r u s e s

N o . of i s ol a t e d vi ru S e S b y

1 0 d E M T A

A (H l) 6 6 5 7 (8 6 % ) 5 5(8 3 % ) 1

A (H 3) 9 9 7 8 (7 9 % ) 8 2(8 3 % ) 9

B 26 8 (3 1 % ) 2 3(8 9 % ) 4

T o t al 1 91 1 4 3 (7 5 % ) 1 6 0 ( 84 % ) 1 4

( ) ; N o . o f i s ol a t e d vi r u s e s b y e a ch s y s t e m /t o t al N o . o f e a c h t y p e vi r u s e s i s o l a t e d ( % )
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一 般の ウイ ル ス 分離に 繁用 さ れる A G M K 系での イ ン フ

ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離は 少な く ,
ほ と ん どが 見逃さ れ

てしま っ た
.
B 型 ウイ ル ス に お い ては

, 分離株総数 26

株と少な か っ た が , 各系別分離株数 を比 較 して み る と
,

M T 系が 23 株(89 % ) ,
1 0 d E 系は 8 株( 31% ) ,

A G M K

系で は 4 株(1 5 % ) で あ っ た .
この 場合 ,

M T
,

A G M K

の 2 系は A 型 ウイル ス に お ける傾向と同様であ っ たが,

1 0 d E 系の み で はか な り低 い 分離率を示 し, 若干 A 型

ウイ ル ス の 場 合と は異な っ て い た .

集団 か ぜ な ど病因 ウイ ル ス の究明 を可能な 限り追求

する必要の あ る場合,
上 記の 分離系各単独使 用に よ る

見逃し率 が ある 程度以 上ある こ と は問題で ある ｡ そ こ

で
,

こ の よう な場合に お け る単【･ の 系のみ を使用する

こ との 可 乱 す なわ ち ,
M T お よ び 10 d E の 両系 を併

用 する 必 要性 に つ い て
, 単独系使用に よ る見逃 し率で

検討 した . 各型 別に み ると
,

A ( H l) 型 ウイ ル ス の場

合は M T
,
1 0 d E 両 系共 に 分離され た株が 4 6 株(69 % )

と大半を占めてい た . と こ ろが ,
M T 系の みで 9 株(14 % )

が
,

ま た 10 (l E 系の み で 11 株(17 % ) が も う
一 方の系

で分離さ れ て い ない 株で あり
,

単独系使用 に よ る 見逃

し率が 1 5 % 近 く あ っ た . A ( H 3) 型 ウイ ル ス に お い て

は
,

上記と 同様 に 共通分離株数が 61 株 (62 % ) と大半

を占め る･W ･ 方 ,
M l

､

系の み で 21 株(21 % )
,
1 0 d E 系の

み で 17 株(1 7 % ) と単独 系使f 削こ よる 見逃 し率 は 20 %

近くで あ っ た . さ ら に
,

B 塾ウイ ル ス に お い て は , 単

独系
,
特 に M T 系の み で の 分離株数 は多く な っ た( M T

系の み 18 株 ,
6 9 % ) が

,
1 0 d E 系の み で は 3 株(1 2 % ) ,

共通分離株 は 5 株 (19 % ) に す ぎなか っ た . 全体と し

てみ る と
,

ど ちら か
一 方の み の 系で分離さ れ た株数は

A
,

B 同型 合計 79 株 (41 % ) に な り
, 単独系使用 に よ

る見逃 し率 は約 20 % と比 較的大き な割合で あ っ た (表

3 ) .

4 . 分離 系の 適い に よ る H A 抗原性の 比 較

M T と 10 d E の 両系はイ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離

に対 し高い 感受性 を示 した が
,

分離株 の 交差赤血球凝

108 5

集抑制反応 に よ る H A 抗原の 分析 を行い
,
分離系の逢

い が H A 抗原性 に 影響 す るか どうか を検討した(表 4 ,

表5 ) ｡ 従来,
抗原分析に 用い られ て い る ウイ ル ス は

,

通常10 d E 系分離継代株で あり
, 抗血清も こ れで 免疫

して作製 され て い る
.

こ こ で は
, 抗血清と し て M T 系

また は 10 d E 系分離継代 ウイ ル ス を マ ウ ス に免疫 した

血清を使用 した . ま た , 抗原と して は免疫原 ウイ ル ス

株 (患者分離株) 以外に, 1 9 7 5 年の ワ ク チ ン株 の 2 株

( A/ 東京/ 6/ 7 3
,

B / 岐阜/ 2 / 7 3) お よ び197 6 年の ワ

ク チ ン 株( A /熊本/ 22/ 7 6) をも加 え て使用 した
.

な お
,

ワ ク チ ン株 に は い ずれ も市販(武田薬品工業 E . K . 製)

の 10 d E 系分離継代株 を用 い
,

A 型 ワ クチ ン株 の H A

抗原型 は H 3 型 で ある
.

こ こ で免疫原 (抗原) と して

選ばれ た A ( H 3) 型患者分離株は,
2 つ の an tig e ni c

d rift
l l〉

と し て そ れ ぞ れ 異 な る H 3 H A 抗 原 性 ( A /

V i ct o ri a/ 7 5 型 と して A/ 石川/ 30/7 6 株, A / 東京/ 75 型

と して A / 石川/ 34/ 7 5 株) の代表株で あり,
B 型 ウイ ル

ス 分離株 と し て は B /石 川/ 1/ 7 6 株が 用 い ら れ た .

V i c t o ri a 型( A / 石川/30/ 7 6 株) にお い ては
,

ホモ の組

合せ の H A I 価 は
,
1 0 d E 系分離継代ま たは M T 系分離

継代 ウイ ル ス 免疫血清の い ずれも 102 4 倍で あっ た
. 同

時に , 免疫原ま た は抗原 に使用 した ウイ ル ス の分離継

代系が ヘ テ ロ で ある組合 せ で の H AI 価 は, 1 0 2 4 倍 と

10 24 倍 ,
また は 102 4 倍 と 51 2 倍 で ほと ん ど差は なか っ

た . 同じ こ と は東京型( A/ 石川/ 34/7 5 株) で も認 め ら

れ , 分離継代系の適 い によ る H A 抗原性で の有意な差

は生 じな か っ た . その 反面
,

2 つ の 型 ( Vi c t o ri a 型と

東京型) の ウイ ル ス 株間に は 4 ～ 8 倍程度 H AI 価 に差

が あ り
,

a n ti g e n i c d rif t と して認め られ て い る(表 4 ) .

一 方 ,
B / 石川/ 1

′
/7 6 株に お い て は, 1 0 d E 系分離継

代ウイ ル ス 免疫血 清を用 い た場合, 抗原 ウイ ル ス の 分

離継代系が 異な っ て も H A I 価は 共に 51 2 倍と 変わ ら

ず, A ( H 3) 型株の 場合 と同様 の成績 が得 られ た . と

こ ろが
,
M T 系分離継代ウイ ル ス 免疫血清 を用 い ると,

ホモ の 組合せ である M T 系分離継代 ウイ ル ス と は 204 8

T a bl e 3 . C o m I) a r ;iti v e f r e 〔1 u e n C y O f i n 軋1 e n Z a V i r u s i s o l a ti o n f r o m p a ti e n t s
,

s a m pl e s b y ] O d E

a n d M T s y st e m

Vi r u s ty p e N o . 0 = s o l a t e d vi r u s e s 誠苧にミ: 1

A (H l
.
) 6 6 4 6 (6 9 % )

* *

1

A ( H 3) 9 9 6 1 ( 6 2 % )
* *

1

B 2 6 5 (1 9 % )
* *

T o t al 19 1 1 1 2 (5 9 % )
抽

3

O d E ( 十 )
*

M T ( + )
ヰ

1(1 7 % )
* ■

9 (1 4 % )
抽

7 (1 7 % )
ヰ*

2 1 (2 1 % )
◆*

3(1 2 % )
…

1 8 (6 9 % )
■ *

1(1 6 % )
…

48 (2 5 % )
伸

( + )
*

; P O Siti v e i s ol ati o n b y e a ch s y s te m

( )
* *

; N o . o f i s o l a t e d vi r u s e s b y e a c h s y s t e m /t o t a l N o ･ Of e a c h t y p e vi r u s e s i s ol at e d ( % )
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倍 のノ托AI 価 を示 し
,

ヘ テ ロ の 10 d E 分離継代 ウイ ル ス

を抗原 と した とき の H AI 価 (2 5 6 倍) と の間 に 8 倍の

有意差が 認め られ た . あ まつ さ え , ワ ク チ ン株の B/ 岐

阜/.2 / 7 3 株 (1′O d E 系分離継代) ウイ ル ス と の反応が

5 12 倍 と, こ の 新分離 B 型株10 d E 系分離継代 ウイ ル

ス の 値(25 6 倍) とあま り 区別の つ かな い 値 を示 した(表

5 ) . この こ と は
,

B 型 ウイ ル ス の あ るも の で は
,

M T

系分離継代 ウイ ル ス 免疫血清 を用 い た 場合,
･ 抗原分析

上 ある種の 混乱を引起 しかね ない こと を示 唆 して い る .

. 5 . B / 石ノーl/ 1/ 7 6 株 ウイ ル ス の 分離継代 系の遠

い に よ る H A 抗原性 の差の 検討

表 5 にみ ら れた B /石川/ 1 /7 6 株の M T 系分離継代

ウイ ル ス 免疫血清の 使用時 に 認め ら れ た 分離継代系 に

ょ る H A 抗原性の 善が何 に由来する のか を検討す る た

め , 以下の実験 を実施 した . な お
,

こ の ウイ ル ス の M T

系分離継代 ウイ) L/ ス を M T ウイ ル ス
,
1 0 d E 系分離継

代 ウイ ル ス を 10 d E ウイ ル ス と 略す る .
さ ら に

,
M T ウ

イ ル ス 免疫血 清を 抗 M T (抗 M T - 1 : ホ モ H A I 価

20 4 8 倍 ,
ヘ テ ロ H A I 価25 6 倍お よ び抗 M T

-

2 : ホ モ

H A I 価 512 倍 ,

■ヘ テ ロ H A I 価 64 倍の 各力価 をも つ 2

種) ,
1 0 d E ウイ ル ス 免疫血清 を抗 10 d E と略 した . 同

時 に
, 抗 M T で ホ モ ( M T ウイ ル ス 抗原 に よ る) H A I

価 に近 い H A I 価 を示 す H A 抗原性 を M T 塾 ,
ヘ テ ロ

の 1 0 d E ウイ ル ス 抗 原に よ る B AI 価 に 近 い 値 を 示 す

H A 抗原性 を 10 d E 型と略記 す る こ とに す る
.

1 ) 継代 に よ る H A 抗原性 の 変化

分離継代 系の 違い に よ り生ずる H A 抗原性の 差 を究

明す るた め
, 継代系 を変 えた 時の H A 抗原性 の 変化を

調 べ た
. 患者材料中 に も しも 異な る 2 つ 以 上 の ウイ ル

ス が含 まれ て い て
,

それ ぞ れ の 分離継代系 で 増殖の 容

易な 方の ウ イ ル ス が 主と な っ て増殖 分離 さ れ た ため表

5 の 現象が お き る 可能性 が あ る
.

その場 合
,

分離後
,

継代数の 少 な い ウイ ル ス で は ま だ両者が 混在 した まま

で あ る確率 は高 く
, 継代系の 変換 で 一 方 の ウイ ル ス が

優位 と な っ て 出現 し
,

そ の 結果 と し て H A 抗原性の 相

互変換 を生ずる こ と が期待 され ると 考え た .
そ こ で

,

継代実験用 M T ウイ ル ス と して は M T 系で分離 した直

後 の ウイ ル ス ま たは それ を M で 1 代継代 した ウイ ル ス

を用い
,
1 0 d E ウイ ル ス と して は 10 d E 系で の 分離継代

歴が 計 2 代 で あ る ウイ ル ス を選ん だ .

T a b l e 4 . C r o s s H A I t e st o f i n A u e n z al A ( H 3) vi r u s e s i s ql a te d a n d s u b s e q u e n tl y p a s s a g e d b y

l O d E o r M T s y s t e m

a n tib o d y a n ti A /I s hik a w a/ 30 / 76 a n ti A /I shik a w a/ 3 4/ 75

a n ti g e n･ 1
(1 0 d E - 4)

* *

( M T T 2)
* *

(1 0 d E-4 )
* *

( M T -2)
* *

v a c ci n s t r a i n (1 9 7 5)･ : A / T o k y o/ 6/ 7 3■( c o m ･ 1 0 d E)
*

2 5 6 2 5 6 32 6 4

J) ･ A / K u m a m o t o/ 2 2/ 7 6 ( c o m ･ 1 0d E ) *
5 1 2 5 1 2 6 4 :i 2

6 4 6 4
A / V i c t o ri a/ 7 5 t y p e : A / I s hi k a w a / 3 0 / 7 6 (1 0 d E ･4)

*
1 0 2 4 1 0 2 4

ノ/ ･ ノ/ (M T -2)
*

5 1 2 1 0 2 4

2 5 6 2 5 6

1 2 8 12 β

A/ T o k y o /7 5 ty p e･ : A /I s hi k a w a / 3 4/7 5 (10 d E -4)
*

1()2 4 1 ()2 4

/ノ /ノ (M T ･2)
*

2 5 6 2 56 2〔j4 8 1()2 4

( )
*

; i s ol a ti o n a n d f o ll o w ip g p a s s a g e ti m e s of a n ti g e n vi r u s e s g r o w n 中 e a c h s) 轡 一一
:

( )
榊

; i s ol ati o n a n d f oll o w l n g p a S S a g e h i st o r y o f v ir u s e m pl o y e d f o r m l C e i m m u n l Z a tl O n a S

i m r n u n o g e n .

T a b l e 5 . C r o s s H A I t e s t o f in fl u e n z a B vi r u s i s ol a t ed a n d s u b s e q u e n tl y p a s s a g e d b y l O d E o r

M T s y s t e m

( )
*

, ( )
榊

; S e e T a b l e 4
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M T ウイ ル ス の 場合,
M T 系継代 に よ り H A I 価( ホ

モ の 組 合せ H A I 価に 該 当) に 若干の 低下 ( 2 倍) が み

られ た が
,
10 代継代後も ほ ぼ元 の 日A I 価 を示 し, その

H A 抗原性 が M T 型 を安定 に維持 して い る こと を示 唆

し た . と こ ろ が ,
こ の M T ウイ ル ス の 10 d E 系継代 で

は 2 代目 で 早く も H A I 価 に 変化 をきた し
,

ヘ テ ロ の 10

d E 型 H A 抗原性 へ の 変化 を示 した . さ らに,
M T 系よ

り トリ プ シ ン を除 い ただ けで ある M 系継 代に よ っ て で

さ え,
6 代継代以 後の H A I 価が 51 2 倍か ら256 倍と な

り ,
1 0 d E 型 H A 抗原性 へ の 変化を示 し た ( 図 1 ) .

一 方
,
1 O d E ウイ )レス の 場合,

M T ウイ ル ス と は異な

り, M T ま た は M の 系で 10 代継代 して も
,

そ の H A I

価 に 有意な変化は なく
,
1 0 d E 型 H A 抗原性が維持され

て い る こ と を示 した ( 図 2 ) .

ま た , 元 は M T 型 だが 10 d E 系あ るい は M 系継代 で

10 d E 塑= こ H A 抗原性が 変化し た ウ イル ス ( 図1 ) の

Mト 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 n

o r N o . o f p 8 S S a g e S l n 川 d E . M T o r M

M ト l ,
M- 1

F i g . 1 E ff e c t o f p a s s a g e s i n l O d E
,
M T o r M o n

th e H A a n ti g e n i cit y of M T ･i s ol a t e d vi r u s (B /

I sh ik a w a/ 1/ 7 6) . V i r u s e s w e r e d il u t ed t o l O岬3
a t

r e s p e c ti v e p a s s a g e s ･ H A I t e st f o r H A a n ti g e n i ci ･

t y w a s d o n e b y a n ti M T - 1 m o u s e s e r u m ･

P a s s a g e s y s t e m ; 10 d E ( × ×) ,
M T ( ○

-

○) ,

M ( △ N - △) . H A I t e st ; h e m a g gl u ti n a ti o n

i n hib iti o n t e st . H A ; h e m a g gl u ti n i n .

H A l t i t e r

1 : 4 0 9 6

2 0 4 fi

l O 2 4
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F ig . 2 E ff e c t o f p a s s a g e s i n lO d E
,
M T o r M o n

th e H A a n ti g e ni cit y o f l Od E - i s ol a t e d v i r u s ( B /

I s h ik a w a /1 /7 6) . E x p e ri m e n t a l c o n d iti o n s a n d

S y m b o I s w e r e th e s a m e a s sh o w n i n F i g . 1
,
e X C e p t

O ri gi n al vi r u s (1 0 d E
N

i s ol a t e d) e m pl o y e d .
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M T 系継代 を行 っ た が , 元の M T 型 へ H A 抗原性が戻

る兆候 を示 すような H A I 価の変化はなく,
10 d E 型 H A

抗原性の 読ま に と どま っ てい る こと を示唆 した( 図3 ) .

こ れ らの 結果 は
,
H A 抗原性の 変化が M T 型か ら10

d E 型 へ の変化を 示す
一 方 , そ の逆の変化が お きな か っ

た こ と を示 唆 して い る
.

･ 2) ク ロ
ー

ニ ン グに よる 混在 ウイ ル 不の検 出

上 述の結果 は, 1 ) に 述べ た 2 種以上 の 異な る ウイ

ル ス が 庶患者材料中に 混在 して い た 可能性を完全に 否

定し ては い な い . それ ゆ え
,

さ ら に こ の可能性 につ い

て検討す る た め , ク ロ
ー ニ ン グに よる混在 ウイ ル ス の

検出を試み た .
そ れ ぞれ の H A 抗原型を 示す ウイ ル ス

2 株
1( M D C K 細胞系12 代分離継代ウイ ル ス : 抗 M T

-

2 に お け る H A I 価 = 5 1 2 倍 な ら び に10 d E 系3 代 分

離継代ウイ ル ス : 抗 M T - 2 に お ける H A I 価 = 6 4 倍)

を M T 系で ク ロ
ー

ニ ン グして
,
そ れ ぞれ に つ き 15 ク ロ

ー ンず つ 計 30 ク ロ
ー ン を得た . その 内訳は, pl a q u e si z e

に よ り s(s m all
, 径 1 m m 未満) ,

m ( m i d dl e
, 径1 ～ 3

m m ) ,
1 (l a r g e

, 径 3 m m 以上) の符号を付 した 3 種

類で それ ぞ れ 5 ク ロ
ー ン ずつ と した .

ク ロ
ー ニ ン グ前

の 親株に お け る pl a q u e s の 各 si z e に お ける割合は
,
M T

ウイ ル ス よ り も 10 d E ウイ ル ス の 方が 小さ い も の が や

や 多い ( M T ウイ ル ス : 1 4 4 % ･ S 14 % ,
10 d E ウイ ル

ス : 1 2 3 % ･
S 1 9 % ) 傾 向を認 めた

.
しか し

,
ク ロ ー ニ

ン グ中 これ らの Si z e が均
一

化 す る傾向は認め られず
,

3 回目の ク ロ
ー

ニ ン グ後 も様々の si z e の pl a q u e s を形

成 した .

得 られ た ク ロ
ー ン の E A 抗 原性 を示 すもの と して

,

抗 M T T 2 に お ける H A I 価 の 形で 表6 に 示 した . M T

ウイ ル ス 由来の 15 クロ
ー ンの H A I 価はすべ てが5 12 倍

で , 異な る H A 抗原型ウイ ル ス の 存在 は検出で き ず
,

親株 と同
一

の M T 型 H A 抗原性 を示 した .

一 方 , 1 0 d E

ほB ト ー ト 0 机 … 川 甘 小 D ト 川 甘 小 川 ぺ い …

研
｢

- ト

0 す 弓 9 〔 1 ち 9 n 1 5 9

｢山.
tlf p d

S ～
8 g e l n M T 5

y
S t e 〔l

F i g . 3 E ff e c t o f p a s s a g e s i n M T sy s t e m b n th e

H A a n ti g e n i cit y o f l O d E
-

i s ol a t e d o r l O d E T t y p e

v i ru S e S ( B /I sh ik a w a /1 /7 6) . E x p e ri m e n t al c o n di -

ti o n s w e r e th e s a m e a s sh o w n i n F i g . 1 ,
e X C e pt

o ri gi n a l vi r u s e s ( a ; p a S S a g ed hi st o r y
= M T - 1

,

M - 1 1 . b ;
= M T - 1

,
1 0 d E

-

3 . c ;
= 1 0 d E - 2

,
M

-

1 0) .
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ウイ ル ス 由来 の 各ク ロ
ー ン は ,

M T ウ イ ル ス の 場合 と

は異 な り
,
H A I 価の 分布が 32 倍か ら 512 倍 に 広が り

,

そ こ に は異な る H A 抗原性 を示 す複数の種類 のウイ ル

ス が 含 まれ て い る こと を示 した
.

こ れ ら各 ク ロ
ー

ン を

H A I 価で 10 d E 型(3 2 ～ 6 4 倍) と M T 型(25 6 ～ 5 1 2 倍)

で試 み に 区分す る と
,
1 0 d E 塾が 7 ク ロ

ー ン
,
M T 型が

5 ク ロ
ー ン と な り , 中間型 ( H A I 価 12 8 倍) は 3 ク ロ

ー ン で あっ た .
こ の結果は

, 予想以 上 に 10 d E ウイ ル

ス には M T 型 Ⅵ A 抗原性を示 す ウイ ル ス が 含まれ て い

る こ と を示唆 した .

3 ) ウイ ル ス の 中和抗原性と H A 抗原性の 関連

H A 抗原性の善が 中和反応に お ける ウイ ル ス の抗原性

(以下中和抗原性と 略) ,
す な わ ち 各免疫血清 に お ける

中和抗体価 に反映す る こ とは, H A がイ ン フ ル エ ンザ ウ

イ ル ス の 中和 に関与する主要な表面抗原
2 6)で ある ことか

ら, 充分 に 考え ら れる
.

ま た, 中和抗原性に つ い て の

検討 か ら
,
分離継代系の違い に よ る H A 抗原性 の菱の

原因が わ か る か も知 れ な い
.
そ こで

,
H A 抗原性の 異な

る各型 ウイ ル ス に つ い て
,

分離継代系の 差が 中和抗原

性 に お よ ぽす 影響 を検討 し, 結果 を表 7 に 示 した .

抗 M T
-

1 を 用 い た場合,
ホ モ の組合 せの M T ウイ

ル ス で は 中和抗体価が 9000 倍 で あ り
,

ヘ テ ロ の 組合せ

の 10 d E ウイ ル ス は その 約 1/ 1 0 の 8 2 0 倍 と な り ,
か な

り中和抗体価に 差 が認 められ た .

一 方,
H A 抗 原性が 10

d E 型 を示 す M T 系分離後 M 系で 11 代 継代 した ウイ

ル ス ( 以 下 M ウイ ル ス と略) の 中和抗体価は , M T ウ

イ ル ス の 約半分で 10 d E ウイ ル ス の 約 5 倍 に 相当する

値 (47 0 0 倍) を示 し て い た .
また

,
M T ウイ ル ス を10

d E 系,
1 0 d E ウイ ル ス を M T 系でそ れぞ れ継代す ると

,

中和抗体価 は初期 の 値 に 比較 し, そ れ ぞ れ約 1/ 5(9 00 0

倍よ り16 0 0 倍)
,

約 2 倍 (82 0 倍よ り 162 0 倍) に 変化

した .

抗 10 d E を用 い た場合 の 中和抗体価は ,
ホ モ の 組合

せ の 10 d E ウイ ル ス で 40 0 0 倍 ,
ヘ テ ロ の 組 合せの M T

T a b l e 6 . D i s trib u ti o n o f H A I tit e r b y e a ch cl o n e d v i r u s d e ri v e d f r o m l O d E -

,
O r M T ･is ol a t e d vi r u s

H A I tit e r

b y a n ti M T -2 s e r u m

cl o n e of B /I s hi k a w a / 1 / 7 6

( M T -1
,
M -1

,
M T -1 3)

*

(10 d E -3 ,
M T ･3)

3 2 S -7

6 4
S

-6
,
S

-9
,

S
-1 0 m -8 ,

m - 9

ノ勿柁 〃ょ がゴ和仏
* *

1 2 8 S
-8

,
ト7

,
1 -1 0

2 5 6 ト6
,
1 -8

,
1 ･9

S
-1

, S
- 2

, S
-3 ,

S -4
,

S
-5

m -1
,

m
･2

,
m

･3
,

m
-4

,
m

- 5

1 -1
,
1 - 2

,
ト3

,
ト4

,
1 - 5

撤 柁 乃≠〃Z7 Ⅶ
榊

m -6 ,
m -7

*

; i s ol ati o n a n d p a s s争g e h i s to r y o f cl o n e d vi r u s e s ･

* *

; P a r e n t vi r u s w a s I S Ol a te d a n d p a s s a g e d b y l Od E (3 ti m e s) ,
O r M D C K c e II s (1 2 ti m e s) ･

T a b l e 7 . C r o s s n e u t r a li z a ti o n ( N T ) t e s t a n d H A I t e s t of B /I s hi k a w a / 1/ 7 6 vi ru S e S

ⅤIr u S
(1 0 d E -3)

榊

( M T-1 , M ,1
,
M T ･1)

* *

( M T- 1
,
M -1 1)

* *

H A I N
′

rH A I N T H A I N T

B /I sh ik a w a /1 /7 6 (1 0d E -4)
*

5 1 2 4 0 0 0 1 2 8 8 2 0 1 2 8 4 10

〃 (1 0d E -3
,
M T -3)

*

2 5 6 2 3 0 0 1 2 8 1 6 2 0 12 8 1 0 5 0

〃 (M T ･1
,
M - 1

,
M T - 1)

*

2 5 6 2 3 5 0 1 0 2 4 9 0 0 0 2 5 6 22 00

〃 (M T -1
,
1 0 d E -3)

*

2 5 6 3 6 0 0 1 2 8 16 0 0 1 2 8 9 5 0

〃 (M T ･1
,
M ･1 1)

*
2 5 6 1 9 0 0 1 2 8 4 7 0 0 12 8 1 8 0 0

( )
+

, ( )
相

; S e e T ab l e 4
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ウ イ ル ス
,

M ウイ ル ス で は
, 両者共10 d E ウイ ル ス の

値の 約半分(235 0 倍 と 19 0 0 倍) であ っ た . そ こ で の 継

代系変換 に よる影響 をみ ると
,
10 d E 系か ら M T 系 へ

の 変換 で 中和抗体価 は約半分(4 0 0 0 倍か ら 230 0 倍)
,

M
′

r 系か ら 1､O d E 系 で約 1 .5 倍(2 3 5 0 倍 か ら 360 0 倍)

変化 したが , 抗 M T - 1 の 場合の 同条件下 での 変化よ り

は若干程度 は低 か っ た
.

一 方
,
M ウイ ル ス 免疫血清( 以

下抗 M と 略) を用 い た場合は, 継代系の 違 い に 伴う 中

和抗体価の 変化が抗 M T - 1 の 場合と 同様 の 傾 向で あ

っ た .

こ れ ら を通観する と
,
抗 M T

-

1 を用い た場合は継代

系の 適い に よる ウ イ ル ス の 日A I 価と 中和抗体価の い ず

れの 変化も比 較的大き く , 抗 10 d E の 場合 は継代系の

適い に よ る 両抗体価の 変化は共 に 小さ い と い う相関性

が認め ら れ た . また, 抗 M を用い た場合,
H A I 価の 変

化は小さ い が , 中和抗体価の 変化 は比較 的大 とい う 抗

M T と抗 10 d E の 場合の 中間的関係 が得 られ た .

3 . 新鮮分離イ ン フ ル エ ン ザ B 型 ウイ ル ス 株の H A

抗原性と 分離継代系の 関係

B /石川/ 1 / 7 6 株ウイ ル ス で認め られた分離継代系の

速い に 基づ く と思わ れ る H A 抗原性の 差 の 発生とい う

現象が
,

こ の ウイ ル ス株 に 特有な 現 象か
, あ るい は

,

他の イ ン フ ル エ ン ザ B 型 ウイ ル ス株 で も認め られ るよ

う な比較的お こ りう る現 象で あ るの か を
,
1 9 8 0 年 の B

1 0 8 9

型イ ン フ ル エ ン ザ 流行時 に 新 しく 分離さ れ た4 株 ( B/

石jlけ1/ 80
,

B / 石 川/ 7/ 8 0
,

B / 石川/ 9/8 0 ,
B / 石川/ 15/

8 0) の ウイ ル ス で 検討 した . その 結果,
こ れ らの ウイ

ル ス株の 内 1 株( B/ 石 川/9/ 8 0) で この 現象が認 められ
,

抗 M T - 2 に お け る H A I 価 の差 は 4 倍( M T 系分離 ウ

イ ル ス H A I 価 12 8 倍 ,
1 0 d E 系分離 ウイ ル ス H A I 価

32 倍) で あ っ た( 表8 ) . ま た ,
こ の 現象が 他の 培養細

胞系 を用 い た 時に も み られ るか どうか を検討す るた め
,

A G M K 系で 分離さ れ た ウイ ル ス に つ い ても調査 した .

A G M K 系に よ り分離可能 とな っ た ウイ ル ス に は
,
この

様な現 象は認 め られ ず, 逆 に 本現象をお こ しう る よ う

な ウイ ル ス ( B/ 石川/ 9 / 8 0) は A G M K 系で分離で き

な い の で は な い か と 思 われ た
.

考 察

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス の 分離系と して
, 従来 よ り

10 d E が 用い られ て き て い るが ,
サ ー ベ イ ラン ス な ど日

常的調査に お け る分離系と し ては
,

い ろい ろと難点が

多い
.

一 方
, 他 の ウイ ル ス で は

, 初代培養細胞や 10 d E

な どの 系を用 い る代 わりと して株化継代培養細胞が様々

の 工 夫の 後, 使用 され る よ う に な っ てき た
26 卜 28)

. そ の

工 夫の 1 つ と して
,
各種 ウイ ル ス の トリプ シ ン 処理 や

維持液中へ の トリ プ シ ン 添加 がある
1 7)1 8) 2 9) 3 0)

同様の 試み は
, イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス で も行わ れ ,

T a bl e 8 . C o m p a ri s o n of H A a n ti g e n i ci ty o n s e v e r al i n fl u e n z a B vi r u s s tr ai n s n e w l y i s ol a t e d b y

di ff e r e n t s y s t e m

V l r u S

a n ti B /I s hi k a w a / 1/7 6

(1 0d E - 3)
輌

(M T -1
,
M -1

,
M T -1)

伸

B /I s hi k a w a/ 1 / 7 6 (10 d E -4)
*

5 1 2 6 4

)) ( M T-1 ,
M -1

,
M T -1)

*
2 5 6 51 2

■▼▼--一---･一--▼一一-----一一一一----一一-------------{-------一
一 -

B /I sh i k a w a / 1/8 0 (1 0d E -1)
*

2 5 6 12 8

// ( M T -1)
■

2 5 6 12 8

/) ( A G M K- 1)
*

1 2 8 1 2 8

B /I s hik a w a / 7 / 8 0 (1 0 d E - 2)
*

2 5 6 1 2 8

ノ/ ( M T-1)
*

2 5 6 1 2 8

ノノ ( A G M Iく-1)
*

2 5 6 1. 28

一一一--■▲--■¶--･ 一一----･------･-----一･---一一--
-

一
-

---一一--~-■■▲---~】~｢▲~■▼▼~
B/I sh ik a w a / 9 /8 0 (1O d E-2)

*
1 2 8 32

ノノ ( M T -1)
* 1 2 8 12 8

B /I sh ik a w a / 1 5/ 80 (1 0 d E - 2)
*

1 2 8 6 4

/ノ ( M T -2)
*

1 2 8 6 4

/ノ (A G M I( -1)
*

1 2 8 6 4

( )
*

, ( )
* *

; S e e T a bl e 4



1 0 9 0

い くづかの 報告が M D C K 細胞 を用 い て なされ た
1 9 ト 2 2)

著者 は
, 本論文 に お い て

,
M T 系が イ ン フ ル エ ン ザ ウ

イ ル ス の分離系と して実用 的に 使用 しう る か どう か を,

分離増殖 へ の感受性 と分離 ウイ ル ス の H A 抗原性の 2

面 か ら検討 した
.

患者 の咽頭 ぬ ぐ い 液で
,

分離可能な 希釈限界 の 比較

に よ るイ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス に 対す る 感受性 の検討

で は
,

A ( H 3) 型 に お い て は M T 系が 10 d E 系の約 10

倍近 い 感受 性を示 し
,
B 型 ウイ ル ス に お い ても M T 系

は 10 d E 系よ り感受性が若干高 か っ た(表1) . しか し ,

パ ラ ミ ク ソ ウイ ル ス の 分離で 有 用 と さ れ て い る V T

系
1 7)1 8)

は, A , 8 両型共低 い 感受性 を示 し
,
イ ン フ ル エ

ン ザ ウイ ル ス 分離 に は実用的で なか っ た .

こ の M T 系のイ ン フ ル エ ン ザ ウイ ルス 高感受性を有

用性 と して実際に 検討す る た め に
,
1 9 7 5 年末よ り 198 0

年上 期 ま で の ベ 6 年 間に
,

M T を 主 と し て 10 d E
,

A G M K の 3 系で共 にイ ン フ ル エ ンザ ウイ ル ス 分離を試

み
, 得られ た 191 株 に つ い て各 系の 比較 を行な っ た(表

2) . A 型の 2 つ の H A 抗原塑 ( H l ･ H 3) で は 共に
,

M T 系 また は 10 d E 系そ れ ぞれ で 8 割近い ウイ ル ス 株

が 分離され, 共 に高い 感受性 の ある こ とが 示 さ れ た .

こ こ で
, 前述 の希釈限界比較法で 認め ら れ た M T 系の

10 d E 系に 対す る優位性 は示 さ れ なか っ た . この 原因と

して
, 第1 に各分離系 に お け る ウイ ル ス 増殖 の 難易 が

関与 して い るの か も知れ な い が
, 接種量が 両系で異 な

る (検 体あた り
,

10 d E 系 0 .8 m l
,

M T 系0 . 4 m l) こ

と , す なわち接種 ウ イ ル ス 真の 多少 も考慮す る 必要が

あ る
.

こ れ を検討するた め, 両 系の 内ど ち らか 一 方の

み の 系で し か分離さ れて い な い ウ イ ル ス 株の 数を調査

した
.
A 型 のウイ ル ス では 2 つ の H A 抗原型( H l ･ H 3)

共 に M T また は 10 d E の い づ れ か 一 方の みの 系で しか

分離さ れ て い な い ウイ ル ス 株数 が全体 の 2 割近くに 達

して い た (表3) .
こ れ ら の結果 は

,
A 型 ウイ ル ス の 分

離系と して
,

M T と 10 d E の 両系を使用 す る上 で 感受

性 に 関す る問題 はあま り ない と 考え ら れ る . しか し,

B 型 ウイ ル ス に お け る検討の結 果は,
M T 系の み の使

用で 約9 割 の ウイ ル ス 株 を分離 して い る
一

方 ,
1 0 d E 系

の み で は約 3 郵の 株数で
,

M T 系の ウイ ル ス 分離 に お

け る有用性 を示 唆 した . した が っ て , サ
ー ベ イ ラ ン ス

の 様 に 日常 的に 実施す る必要の あ る東査 に 関 して は,

M T 系のみ を使 用す る こ と で もイ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル

ス を分離す る目的 はほ ぼ達せ ら れ る と考 え る . しか し
,

集団か ぜ発生時検査の ように
, ウ イ ル ス 分離の 見逃 し

が 許さ れ が た い 時 は
,

M T と 10 d E の両系 を併用す る

必要性が
,

これ らの 結果か ら示 唆さ れ る
.

一

方 ,
ウイ

ル ス 分離検査 に繁用され る A G M K 系は
,
イ ン フ ル エ ン

ザ ウイ ル ス 分離株数が か な り少な く ,
こ の系の み で し

か 分離さ れ な い 株 が ない こ と か ら ,
V T 系と 同様 に上述

の 目的 に は使用 しが た い (表 2 , 表3) .

M T 系がイ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離系と してきわ

めて 有用 で あ る
一 方

, 流行規模の 予測 や ワ ク チ ン株選

定な ど防疫上 の重要 な指標とな る抗原分析上 の問題( 分

離 ウイ ル ス の 抗原変異度検討) に も 影響 し な い こ とが
,

真 に イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離系と して M T 系が有

用で あ る た め に 必 要で あ る . それ は , M T 系とい う従

来 の 10 d E 系と ま っ た く異 なる 分離系の使用 に よ り
,

M T 系分 離ウイ ル ス と従来の 10 d E 系分離 ウイ ル ス間

で , 同 一 患者 由来株の H A 抗原性 に 差 を生 ず る ことが

あ る と
, 抗原分析 に お い て混乱の 発生す る 恐れ ′うゞ ある

た めで あ る
. そ こ で

, 両系分離 ウイ ル ス を 用い た交差

赤血球凝集抑制反 応を実施 し た
.

A 型 ウイ ル ス に つ い て は
,
H 3 H A 抗原型 の 中, さら

に a n ti g e ni c d rift と して差の あ る Vi ct o ri a 型お よび東

京型の ウイ ル ス に よ り
,
ま た B 型 ウイ ル ス に つ い ては

,

B/ 石 川/ 1/ 7 6 株 を 用 い て検討 した
.

そ の結 果,
A 型ウ

イ ル ス に お い て は , 分離 系の 適い に よ る H A I 価 の 有意

な差,
す な わ ち ウイ ル ス H A 抗原性 の 差 は認め られず

,

こ の 場合の M T 系使用 に よ る 問題 はあ ま りな い と考え

られ る､( 表4) . しか し
,

B 型 ウイ ル ス に お け る 同様の

検討結果 は
, 免疫血清と して M T 系分離継代 ウイ ル ス

免疫 マ ウ ス 血清を 用 い る と
, 分離継代 系の 遠 い で8 倍

も H A I 価 が異 な る とい う 問題点 を示 し た(表 5) .
こ の

抗原分析上の難点 も, 1 0 d E 系分離継代 ウイ ル ス 免疫マ

ウ ス 血清 を用 い れ ば避 け られ る の で
,

こ の 点に 留意す

れ ば
,
イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離 に M T 系を用 い る

こ と に は 特に 支障 は な く
,

ま たき わ め て有 用 で ある と

考 える
.

B / 石 川/1/ 7 6 株 ウイ ル ス で み つ けだ さ れ た分離継代

系の違 い に よる H A 抗原性の 差 を生ずる原因と しては,

以 下の 3 つ が 考え ら れ る . 第 1 の 原因と して は
,
H A 抗

原構 造の 不 安定 さ の た め , 安定型と して あ る細胞増殖

系 で 増殖後に 別 の 抗原型 に 変化 し, 他 の 細胞増殖で み

られ る 元 の抗原型 と は異 な るよ う に な っ た こ とが 考え

られ る . 第 2 に は , H A 抗原性の 異な る複数 の ウ イ ル ス

が 患者材料中に 共存 し, それ ぞれ が 分離系の 各 々 に お

ける 増殖 の 難易度 に よ り選択さ れ ,

一 方の 抗原型 ウイ

ル ス が優位 に あ る混合 ウイ ル ス で あ る 可能性 も考えら

れ る . 第 3 に は
,

トリ プ シ ン が ウイ ル ス 粒 子の 表面構

造 に 直接作用 し, 結果 と して み か け上 トリ プ シ ン 白身

の作 用 を受 け て い ない 10 d E 系増殖 ウイ ル ス と は異な

る ウイ ル ス と して葬現 され て い る こ と も考 え られ る
.

こ れ ら の 理 由の可否 を知 るた め
, 継代 ･ ク ロ

ー

ニ ン グ
･

中和 反応 な どめ実験 を行 っ た .

継代数 を重ね た り, 継代系を相互 に 変換 す ると
, 第
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1 の 理 由が妥当で ある場合 ,

一 方通行的な H A 抗原性の

変化 (不安定型か ら安定型) が お きる と予想 さ れ
,

ま

た第 2 の 理 由に よ るな らば
,
H A 抗原性の相互変換が お

き る 可能性が 高い と予 測 され る .

一 方
, 第 3 の 理 由に

よ る な ら ば , トリ プ シ ン を含 んで い るか どう か だ け の

違い を示 す系で あ る M T 系と M 系へ の継代に より容易

に H A 抗原性が 変化す る と考 えられ る
. 継代実験で得

られ た結 果は
,

M T 型 ウイ ル ス の H A 抗原性が 10 d E

系ま た は M 系の 継代 で容易 に 10 d E 型 に 変化 し た 反

面
,
元の M T 型抗原性 を維持 した の は M T 系継代 のみ

で あ っ た
.
また

,
1 0 d E 型 H A 抗原性 は

,
い ずれの 方法

で継代 して も M T 型 へ の変化は な く
,
元 の ま ま を示 し

た
.
さ ら に M T 型よ り 10 d E 型 に H A 抗原性 を変化 さ

せ た ウイ ル ス は
,
M T 系継代 を 9 代繰返 して も

,
M T 型

に復帰 す る こ と は な か っ た(図1 , 図2
,

図3) . こ れ ら

の 結果 は
, 第1 の 抗原構造 の 不安定さが H A 抗原性 に

反映 し て い る可能性 を最 も強く示 唆 し て はい る が
, 第

2 の理 由を完全 に否定す る もの で は な い
.

それ は
,
M T

塾ウイ ル ス が 10 d E 系や M 系で は ほ と ん ど増殖 せ ず
,

その結 果
,
1 0 d E 型か ら M T 型 へ の H A 抗原性変換が

み られ な い 可能性も ある か らで ある
. 第 3 の ト リプ シ

ン の 直接作用 につ い て は
,

トリ プ シ ン が 確か に H A に

作用 し, そ れ を分割する と い う 報告
3Ⅰ)

は な され てい る .

しか し
,
今 回の 結果は, M 系継代 で M T 型 か ら 10 d E

型 へ の H A 抗原性の 変化 は みら れ る も のの
, 逆 はな く

,

ま た , 想定さ れ る現象が ウイ ル ス 粒子 の本質 的な変化

をもた らす と は考 え にく い こ と か ら, ほぼ否定 され た

と考 え る .

第 2 の 理 由が本現象 の原因と仮定す ると
,

ク ロ
ー

ニ

ン グ実験 に より得 られ る ク ロ
ー ン は

,
分離増殖 系の変

換が そ の H A 抗原性 に 影響 しな い 10 d E ウイ ル ス 由来

のも の は す べ て 10 d E 型の H A 抗原性 を示 し
, 逆 に変

化 を示 す M T ウイ ル ス 由来の も の に は 10 d E 型の 抗原

性 を示 す ク ロ
ー ンが 含 まれ て い る可能性が ある こ と を

予測さ せ る
. 一一 方, 第 1 の 理 由を是と す れ ば

,
ク ロ ー

ニ ン グ に よ り M T 型か ら変化した と思われ る10 d E 型

ウイ ル ス に は
,
1 0 d E 型 と は異な る ⅢA 抗原性 (元 の

M T 型) を示 す ク ロ
ー ン の 残存 が期待 され る

.
ク ロ ー

ニ ン グの 結果は
,
1 0 d E ウイ ル ス 由来ク ロ

ー

ン 中に M T

型 と思わ れ る E A 抗原性の ク ロ
ー

ン が み られ る
一 方,

M T ウイ ル ス 由来ク ロ
ー ン はす べ て M T 型 の H A 抗原

性を 示 す ク ロ
ー ン で あ っ た(表 6) .

こ の こ と は
, 継代

実験 の結果 と同様, 第 1 の理 由が 妥当で あ る可能性を

強く 示唆 し て い る . た だ
,

ク ロ
ー

ニ ン グ で得 られ た ク

ロ
ー ン数 が それ ぞれ 15 個ずつ で しか な い こ と か ら,

こ

れよ り 少な い 確率で M T ウイ ル ス 中に 10 d E 型の H A

抗原性を も つ ウイ ル ス が 混在 して い る 可能性 ま で は否
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定で き な い
.

次に
,
H A 抗原性とも関連する 中和抗原性の検討結果

は
, 中和抗原性 に も 分離継代系の適 い に よ る善が存在

する こ と を示 した ( 表7) .
しか し

,
その差 は継代 系の

変化 に伴 う可逆的な 変化 を示 した の で, イ ン フ ル エ ン

ザ ウイ ル ス で知 られて い る宿主依存性抗原叫 が
, 中和抗

原性 に は強く関与 して い る と考 えら れる
.

一 方 , 同様

の 10 d E 型 H A 抗原性 を示す 10 d E ウイル ス と M ウイ

ル ス の 二 者間で も中和 抗原性 に大き な善が 認め られた .

と こ ろが H A I 価で 8 倍の善がある に もかかわらず, M T

ウイ ル ス と M ウイ ル ス 間の中和抗原性には大き な差が

なか っ た
.
こ れ らの事実 は, H A 抗原が 中和反応 に関与

して い る こ と ま で は否定 しな い が
,
H A I 価の差が 中和

抗体価 の差 と して必 ずしも 正確 に 反映され て い な い こ

とも ある よう に思わ れ る
.

B / 石川/ 1/ 7 6 株ウ イ ル ス で み られた H A 抗原性の分

離継代系の適 い によ る差 の 出現と い う現象が
,

こ の ウ

イ ル ス に 限定 され る特殊 な現象か
, あるい は少な くと

もイ ン フ ル エ ン ザ B 型ウイ ル ス で はある確率で お こり

う る現象で , そ れ ほ ど特殊 と もい えな い 現象であ るの

か を, 1 9 8 0 年の 分離 B 型 ウイ ル ス 株で検討 した . その

結果,
4 株中 3 株では分離継代系の違い による H A 抗原

性の差 は検出で き な か っ た も の の
,

残りの 1 株 ( B/ 石

川/ 9/8 0) で は認め ら れt その H A I 価にお ける差は 4 倍

で あ っ た (表 8) .
こ の こ と は

, 分離継代系の遠 い に よ

り H A 抗原性に羞 を生ずる と い う現象は, 決 して特殊

なも の で は な く
,

B 型ウイ ル ス で はある確率で お こ り

う る現象で あ る こ と を示 唆 して い る
.

B / 石川/ 1/ 7 6 株 ウイ ル ス に つ い ては
, 継代に よ り モ

ル モ ッ トや ニ ワ トリ 赤血 球 に 対す る凝集能が 変化す る

現象で ある 0
-

D 変異1 1)･ 3 3)
や , 血清中のイ ン ヒ ビタ

ー に

対 する 感受性 に つ い て も , 若干の検討 を行 っ た
.

い づ

れ も M T ウイ ル ス と 10 d E ウイ)L/ ス 間に有意な差 はな

く
,
B A 抗原性 の 差の 発生 に関与 してい る可能性は考 え

ら れ なか っ た . また , 抗 M T で み られ た こ の 現象 は,

人 の イ ン フ ル エ ン ザ B 型 ウイ ル ス 羅患患者対血清 を用

い た赤血球凝 集抑制反応で も検出す る こ と が可能で あ

っ た .

結 論

イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離系 と して
,
M T ( トリ プ

シ ン 添加 M D C K 細胞) 系が 従来の 10 d E( ふ 卵令10 日

目の発育鶏卵) 系と 同様 に 使用 しう る か に つ い て検討

し た
.

こ の検討の 途中で み い だ さ れた B /石川/ 1/ 7 6 株

ウ イ ル ス で の 分 離継 代系 の 適 い に よ る H A (h e m
-

a g gl u ti ni n) 抗原性の 差の発生原因に つ い ても 追求 し,

以下の 成績 を得 た .
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1 . M T 系 は10 d E 系と 同様 か も し く は若干高い イ

ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 感受性 を示 し
,

感受性と い う 面

で は分離系と して きわ め て有用 で あ ると 判断さ れ た .

2 . イ ン フ ル エ ンザ ウイ ル ス の 交差赤血球凝集抑制

反 動 こよ り
, 分離系の 違い に よ る H A 抗原の 分析面 に

お ける 影響を検討 した と こ ろ,
A 型 ウイ ル ス で は そ の

影響は な く 問題が な か っ た
.

一

方,
B 型ウイ ル ス

, 特

に B/ 石jll/1/■76 株 に お い て は
, 免疫血 清に M T 系分離

継代 ウイ ル ス 免疫 マ ウス 血 清 を用 い る と
, 分離系の 遠

い に よ る H A 抗原性 の差と して M T 系分離継代ウイ ル

ス と 10 d E 系分離継代 ウイ ル ス の 間で 赤血球凝 集抑制

反応抗体価 に 8 倍 の差が認 め られ た .
こ の こ と は

, 実

際の イ ン フ ル エ ン ザ ウイ ル ス 分離 に M T 系を用 い る こ

とが,
H A 抗原 を分析す る上 で 混乱 を引起 す可能性 を示

唆 して い る
. しか し

,
1 0 d E 系分離継代 ウイ ル ス 免疫 マ

ウ ス 血清 を用 い た H A 抗原分析 で は本現象が みられ な

か っ た の で, この 点に 留意す れ ば
,

M T 系のイ ン フ ル

エ ン ザ ウイ ル ス 分離面 へ の応用 に は 支障が な い と思わ

れ た
.

3 . B / 石川/1/ 7 6 株で の分離系に よる H A 抗原性 の

速 い につ い て検討 したと こ ろ
,
H A 抗原性 の継代 系変換

によ る変化は
,
M T 系分離継代ウイ ル ス 型か ら 10 d E 系

ある い は トリプ シ ン非添加 M D C K 細胞系による継代で

10 d E 系分離継代 ウイ ル ス 型へ
一 方通行的に お き, 逆は

認 め られ な か っ た .

4 . ク ロ
ー ニ ン グに より M T 系分離継代ウイ ル ス 中

に は 10 d E 系分離継代ウイ ル ス 型の H A 抗原性を示 す

ウ イ ル ス の混在 は み られ なか っ たが
,
1 0 d E 系分離継代

ウイ ル ス 中に は M T 系分離継代 ウイ ル ス 塾の H A 抗原

性 を 示すク ロ ー ン が い く つ か検 出され た . 3 . と 4 . の

事 実は, 両分離系 に お け る H A 抗原性の 適い が
,

ウイ

ル ス H A 抗原の不安定型か ら安定型 へ の 変換に よる 可

能性 を示唆 して い る
.

5 . 中和反応に お け る抗原性 に も
,

分離系 に よる 差

が 認め られ た .
こ の場合の 継代系変換 に よ る変化は

,

増殖細胞の影響が 強く で る相互変換性 の 変化 を示 し,

中和反応に お け る抗原性 に は宿主細胞 由来の 抗原が 強

く作用 して い る と考 えら れ た .

6 . 他の B 型 ウイ ル ス株 に お い て も , 本現 象が お き

る か を,
1 9 8 0 年 の分離株で検討 した 結果

,
4 株 中 1 株

に 同様 の現象 を認 めた
.
したが っ て

,
本現象 は B/石川/

1/ 7 6 株 だ け に限定さ れ る特殊 な現象 で は なく , 少な く

と も イ ン フ ル エ ン ザ B 型 ウイ ル ス に おい てある確率で

お こ り うる こ とが 判明 し た
.
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D . G . : E n h a n c e ･

m e n t o f v a c ci n i a vi ru S pl a q u e f o r m a ti o n b y t r y p sl n .

P r o c . S o c . E x p . B i ol .
,
1 26

,
5 1 5

-

5 1 7 (1 9 67) ,

3 0) M o ri m o t o
,
Y .

,
D o i

,
Y . & I t o h

,
H . : E ff e ct s o f

t r y p sl n O n r e Pli c a ti o n of ty p e 4 p a r a i n fl u e n z a v i r u s

i n V e r o c e ll c ul t u r e u n d e r fl u id o v e rl a y . J a p a n . J .

M ed . S ci . B i ol
り
2 3

,
1 - 1 1 (1 9 7 0) .

3 1) K l e n k
,
H . D .

,
R o tt

,
R .

,
O rli c h , M . & B 16 d o r n

,

J . : A c ti v a ti o n o f i n fl u e n z a A vi r u s e s b y t r y p si n

t r e a t m e n t . V i r o l o g y ,
6 8

,
4 2 6 - 4 3 9 (1 97 5) .

3 2) L a v e r
,
W . G . & W eb st e r

,
R . G . : T h e s t r a c

-

t u r e of i n fl u e n z a v i r u s
.
ⅠⅤ

. C h e m i c a l st u di e s o f th e

h o st a n ti g e n . V i r ol o g y ,
3 0

,
1 0 4- 1 1 5 (19 6 6) .

3 3) 水谷裕迫 : ウイ ル ス 実験学 各論( 国立予 防衛 生

研究所学友会編)
,

3 4 貢
,

東京
,

丸善,
1 9 67 .

S t u di es o n A n tig e nicit y An al y sis o f I n 幻u e n z a V i ru Se S N e w ly I s ol at e d b y T r y s in - ad d e d M D C K

C ell S y st e m T et s u o K aji ,
D e p a rt m e n t of V i r ol o g y ,

C a n c e r R e s e a r ch I n stit ut e
,
K a n a z a w a

U niv e rsit y ,
K a n a z a w a

,
9 2 0 - J . J u z e n M e d . S o c .

,
9 1

,
1 0 8 l -

･

1 0 9 4､(
1 9 8 2)

K e y w o rd s : M D C K c ell
,
t r y P Sl n

,
i n fl u e n z a vi ru S

,
H A a n tig e n .

A b st r ac t

M D C K c e 11 s ( d e ri v e d f r o m t h e c a ni n e k id n e y ) s u p p l e m e n t e d b y t r y p si n ( M T) s y st e m h a v e

b e e n u s e d f o r i n n u e n z a v i ru S i s o l ati o n i n a d d iti o n t o t h e cl a s si c al s y s t e m e m b ry o n at e d e g g s

i n c u b a t e d f o r t e n d a y s a t 3 8
0

c ( 1 0 d E) s y st e m . T h i s M T sy st e m w a s s h o w n t o h a v e sligh tl y

h ig h e r s u s c e p ti b ilit y t o i n fl u e n z a v i ru S g r O W t h t h a n t h o s e o f l O d E s y s t e m . N o a n tig e n i c d ifrt -

r e n c e s i n h e m a g g l u t i n i n ( H A ) w e r e o b s e rv e d b et w e e n M T -

a n d l O d E -i s o l a t e d t y p e A v i ru S e S . I n



1 0 9 4

a i n fl u e n z a t y p e B vi ru S St r ai n ( B/ I s hi k a w a/ l/ 7 6) ,
H A a n ti g e n i c it y o f M T -i s o l a t e d v i ru S Cl e a rl y

d if f e r e d f r o m t h o s e o f l O d E -is o l a t e d o n e ; t h e d i ff e r e n c e o c c u r r e d w h e n a n ti - M T -i s o l a t e d v i ru S

m o u s e s er u m w a s u s e d f o r i t s a n al y si s
,
b u t w a s n o t d et e c t e d b y a n ti - 1 0 d E -i s o l at e d v i r u s i m m u n e

S e ru m ･ E x c h a ng e s o f c ell s y s t e m b et w e e n M T a n d l O d E f o r vi r u s p a s s a g e s r e p r o d u ci b l y c a u s e d

i r r e v e r台i b l e c o n v e r si o n o f H A a n t ig e n i ci t y i n M T -i s o l a t e d t y p e B v i ru S S t r ai n w it h a c o n t r a st t o

n o e ff e c t s i n t h e c a s e o f l O d E -i s o l at e d v i ru S St r a i n . I n a d d iti o n
,

Cl o n i n g e x p e ri m e n t s r e v e al e d

t h a t M T -i s o l a t e d vi ru S C O n Si st e d o f h o m o g e n e o u s M T - t y P e V i ru S e S i n H A a n t ig e n i c it y w h il e l O d E -

is o l at e d vi ru S W a S u S u all y sh o w n t o b e v i ru S m i x e d w i t h M T - a n d l O d E - t y P e H A a n tig e n i city .

T h e s e t w o e v i d e n c e s st r o n gl y s u g g e st t h at H A a n ti g e n i c st a b ili t y o f i n fl u e n z a t y p e B v i r u s d i ff e r s

d e p e n d i n g o n h o st c e ll s e m p l o y e d f o r vi ru S g r O W t h . S i m n a r d if f e r e n c e s o b s e r v e d i n t h e a b o v e H A

a n tig e n i c it y′W e r e al s o f o u n d i n n e u t r a li zi n g a n tig e n i cit y o f M T -i s o l a t e d v i r u s . T h i s p h e n o m e n o n

i n w h i c h b o t h H A a n d n e u t r al i zi n g a n tig e n i cit y o f t y p e B v i ru S Cl e a rl y s h o w e d a d i ff e r e n c e

d e p e n d e n t o n th e c ell s y st e m e m p l o y e d f o r i s ol a ti o n a n d g r o w t h w a s al s o o b s e rv e d i n a n o t h e r s t r ai n

O f i n fl u e n z a t y p e B v i ru S n e W l y i s o l a t e d b y M T s y st e m i n 1 9 8 0 .


