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実験的感染における細網内灘系の機能について

第5報　牛痘ウイルスの赤血球凝集反慮について

金沢大学医学部微生物学激室（主任谷友教教授）

伏　　木　　唯　　和
　　7αゴα乃α鋸　∬1秘8海腕

　　（昭和30年1月22日堅粥）

第1章緒
　1941年Hirst　1）がインフルエンザ・ウイルス

における難赤血球凝集反応並びにインフルエン

ザの冤疫血清による赤血球凝集抑制反応につい

て報告したがその後の研究により他のウイルス

或いは細菌濾液によっても同様の反応が起るこ

とが知られた．

　牛痘ウ・fルスについては1942年Nagler　2）に、

より最初に記載せられ，次いでClark＆Nagler

3），Nagler　4），Burnet＆Stone　5），　North　6），　Gi口e11

7），Briody　8）1等により同ウィルスで凝集される

のは約乱数の難の赤血球であり，ウイルス力価

と凝集価とは必ずしも一致せず，ウィルスと凝

画

集素とは別のもので凝集素は，Lecithin様物質

であろうと推論せられ，叉凝集素は耐熱性と易

熱性の二部分に分けられ，叉17000回／分3時

間の遠心によっても明らかに二部分に分れるこ

とが報告された．しかしその本態についてはな

お疑問の点が少なくない現況である．よって著

者は牛痘ウイルスの赤血球凝集抑制反応につτ

て実験を行うに先立ち二化難卵を用いて凝集素

とウイルスとの関係を究明し，一方では使用赤

血球にも検討を加え，更にRoller　t｛ssue　culture

によっても凝集素の産生を確め得たのでここに

報告する．　　　　　　　　　　　．

第2章実験材料並びに実験方法

　使用牛燈ウイルスは東芝生物理化学研究所製の粗苗

50mgを1ccの生理食塩水に混和しこれにス1・レプ1・

マイシン5mg，ペニシリンG結晶ユ000軍位を加え，

室温に1時間放置し，2000回10分遠心して得た上鞘を

用いた．上記抗生物質の添加により雑菌は完全に抑制

せられ，且つウイルスの力価に何ら影響を及ぼさない

ことを予め確めた．

　前記材料を：Burnetの変法により12日卵脈絡尿膜上

に接種し37CC，72時間後の脈絡尿膜を乳鉢でよく磨

確し生理箆塩水を加えて10倍乳剤とし，これを2000回

10分遠心し，その上清0・2ccを同檬の方法で接種し24

代継株に成功した．

　使用難赤血球は難により被凝集性に著しい固体差が

認められたので，同一抗原に対し，同じ凝集価を示し

た2羽の難の赤血球を交互に探血し3回洗際後0・25％

生理食塩水浮游液として用いた．

　凝集反旛の術式は被検材料を0・5cc宛2倍階段稀釈

し，それに前記難赤血球漂游液0・5ccを加え，37。C

貯卵器に静置1・5時間後に判定した．判定は厚生省編

纂の衛生検査指針9）のインフルエンザ診断指針に準じ

て行った。

　ウイルスの力価は家兎の皮内に抗原の10倍階段稀釈

液0．25cc宛を注射し5日後に直径7mm以上の硬結

を示したものを陽性としその最高稀釈倍数を以て表し

た．なおその他個々の実験方法については実験成績の

項に記載した．
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第3章実　験成績

　　第1節凝集素の産生と使用卵の艀化

　　　　日数並びに培養日数との関係

　接種卵の艀化日数については従来より8～15

日卵が使用されており，特に10日卵以後のもの

が使用されているが，著者も爾後の実験に先立

ち艀化日数が凝集素の産生に大きな影響を有す

ると考え，10－6の発痘力を有する脹絡尿膜乳

剤の0．2ccを8～15日卵3個宛についてその脈

絡尿膜上に接種し，37。C，72時間培養後の脈絡

尿膜を取り出し発痘力，難赤血球凝集価を測定

した．その結果は第1表に示す如くで，8日卵・

9日卵，10日卵では伊野力10－5～’10－6を示し

相当高いウイルス力価を認めるにも拘わらず，

凝集価は80倍以下であった．一方14日卵，15日

卵はウイルス力価，凝集価共に相当高い値を示

していたが卵の死亡率が高く不適当である．11

日卵，12日卵，13日卵は発痘力，凝集野州に高

く，よい成績を示しているが，就中12日卵が最

も凝集素の産生が著明である10）．

　次に二三尿膜上接種を行った12日卵について

：第1表　使用卵の艀化日数とウイルス力価，凝集価の関係

　　　　　　　　　　8　目　卵 9　日　卵 1　0　日　卵 1　1　日　卵

発痘毒・・一・1・副・・一・1・副・・一・1・・一61・・一・1・・一・1・・一・｝・・一・1・・一・1炉

凝集釧2・「4・14・18・［4・i8・18・18・18・18・i64・【64・

＼使用十
三　富＼＼

1　2　日　卵 1　3　日　卵 1　4　日　卵 1　5　日　卵

発痘力11・一・1・・一6［1・イ1・・一61・・一・1・・一・1・・一・1・・一・1・・一・1・・一・1・・一・1・・イ

凝集価164・164・164・164・132・132・［32・1・6・132・i64・18・132・

培養日数を1日，3日，5日と分けて夫々比較

せる所その成績は第2表の如くで発痘力は培養

日数を長くすれば増加するが，凝集価は3日闇

培養と5日間培養との闇に差は認められなかっ

た．叉本実験において3日閥培養にては全卵生

存したが，5日間培養では4日目，5日目に死

亡せる卵があり，従って3日聞が最：も適当と考

えられた．

第2表　培養日数とウイルス

　　力価，凝集価の関係

＼；黛
発　　痘　　力

凝　　集　価

1　日

10－3・

80

3　日　5　日

10－7

640

10－8

640

第2節　凝集素の産生と接種

　　　部位との関係

　鮮一難卵による牛痘ウイルスの培養を行う場

合脈絡尿膜を最もよく利用しており，その接種

部位は尿膜腔内接種と脈絡尿膜上接種の二法が

現在屡々用いられているが10）1り，著者は両者を

比較検討するため発痘力10『6を有する脈絡尿

膜孚L剤0．2ccを12日高の脈絡尿膜上と尿膜腔内

に夫々接種し，37。C，3日聞培養後脈絡尿膜，

胎見，尿液，卵黄嚢の各部について発三三，凝

集価を検した．その結果は第3表に示す如くで

ウイルス力価は脈絡尿膜上接種では脈絡尿膜が

最も高く，次いで卵黄嚢，胎見，二二の順で，

尿膜腔内接種では三階が最も低く他は差がなか

った．凝集素の産生は脈絡尿膜上，尿膜腔内両

接種共脈絡尿膜が最：もよく，他の部分は何れも

低い値を示し，継子材料としても叉抗原として

も脈絡尿膜が最もよい材料であり，接種部位は

脈絡尿膜上接種の方が優れていると考えられ
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る．

第3表　接種部位と各種：臓器にお

　けるウイルス，凝集素の分布

i疑　　発
集　　　痘

価　　力

2560　　　10－9

第

接部
種位

脈膜
絡上
尿

尿内
膜
腔

発痘力
凝集価

発痘力
凝集価

脈絡
尿膜

10－7

640

10－6

320

胎兇

10－4

0

10－6

0

尿液

10－3

10

10－4

20

卵黄嚢1

10－5

40

10－6

40

　　　　第3節継代数と凝集素の

　　　　　　　産生との関係

　前述の如く粗苗にストンプトマイシン，ペニ

シリンを加えて贈化難卵管絡尿膜上接種を行

い，37。C，3日聞培養iして継代したが，各代

について脹絡尿膜を材料としてその凝集価の

変動を調べ，併せて5代毎に発痘力を調べてウ

ィルス力価を測定したが，その成績は第1図に

示す如くウィルス力価は初めは低く，代を重

ねると共に上昇を認めた．それと共に接種卵の

生存日数も次第に伸び，5代以後は3日以内に

死亡する卵は全く見られなかった．斯様にウイ

ルス力価の上昇にも拘わらず卵の死亡率が低下

せるは概ウイルスが艀甲子卵に次第に適応せる

ためと考えられる．一：方凝集素の産生は必ずし

も発痘力と卒行せず，初めから高い値を示した

が，初めの数代は不安定であるが5代目以降は

略ζ安定せる値を示していた．

1280　　　10－8

640　10－7

320　10－6

160　10－5

80　10－4

1 図
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　　　第4節使用食塩に対する吟味

　赤血球凝集反応においては試験管の清潔，稀

釈メジウムの良否が屡々自然凝集の原因となる

ことは既によく知られる所である12）．而して稀

釈メジウムには生理食塩水が最も用いられるの

で関東化学（分析用），武田薬品（注射用），和

光純薬（日本薬局：方），富田製薬（注射用），家

庭用食卓塩：，粗製塩，について比較検討を行っ

たがその結果，食卓塩，粗製塩を除いては何れ

も用いられることを確めた．第4表はその成績

であるが食卓塩にては自然凝集は見られないが

凝集価が低く，粗製塩では自然凝集が見られ何

れも不適当と考え．られる．

第；4表　各種食塩の赤血球凝集反応に及ぼす：影響

関東化学製
武田薬品製
和光純薬製
富田製薬製
食　　卓　　高

点　　製　　塩

40

十

十

十

十

十

十

80

十

十

十

十

十

十

160

十

十

十

十

十

十

320

十

十

十

十

十

640

十

十

十

十

十

1280

十

2560

十

対　照

十

第5節　各種動物赤血球の

　　被凝集性について

Rivers　13）によれば牛痘ウイルスにおいて凝集

される動物の赤血球は難の外に猫，豚，白馳，
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モルモット，鴨，蛇等が挙げられているが，山

田等12）によれば難以外は何れの動物赤血球も凝

集せずと報告している．著者も人（A型，B型，

AB型，0型）山羊，緬羊，モルモット，家兎，

ラヅテ，マウス，魚（総，鮒），雀，犬等につ

いて行った所，7羽の難申640倍の凝集価を示

したもの2羽，160倍1羽，80倍1羽，他は何

れも陰性なる結果を得た．叉他の動物赤血球は

モルモットにおいて10町中1蜘こ弱く凝集した

のみで他は何れも陰性であった．

　　　第6節　 Roller　tissue　cultureセこ

　　　　よる凝集素の産生について

　1949年Bernkopf　14）は脈絡尿膜以外の艀化女

舞の内容を除きTyrode液：を入れたものでイン

フルエンザ・ウイルスの培養に成功し，岩崎11）

はこれを牛痘ウイルスに応用した結果を報告し

ている．著者も同法による牛痘ウイルスの培養

を試み更に凝集素の産生の有無を検した．

　接種方法は14日卵を用い無’菌的に気室部の卵

殼を取り除き，卵殻膜を脈絡尿膜より剥離iして

脈絡尿膜に切開を加えて静かに転倒して内容を

除き，脹絡尿膜と曲見，卵黄嚢との結合を切断

する．これに1cc申にストレプトマイシンlmg，

ペニシリンG20輩位を含むTyrode液30ccを

入れ，発言力10－6の脹絡尿膜孚L剤0．2割弱を滴

下し，開窓部を滅菌せる大型ヂヅキグラスにて

覆いパラフィンで封鎮し37。C鰐卵器中に立て

1日数回廻転して脈絡尿膜全体を液が浸すよう

にして，1日，3日，5日後に開参し各々の脹

絡尿膜について発痘力，凝集価を調べた所第2

図の如くでウイルスの増殖は脹絡尿膜上接種に

劣らぬ成績を示したが，凝集素の産生は脈絡尿

第　　2　　図

峯山
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膜上接種に比し低い値を示した．

　一方岩崎にならい12日卵の脈絡尿膜上接種：3

日後の卵を同檬処置し観察せる結果は第3図に

示す如くで，凝集素の産生は脹絡尿膜上接種：後

3日の値とi変化はないが，ウイルスカ価は更に

上昇し本法によっても牛痘ウイルスが増殖せる

ことを確め，凝集素も産生せられるが脈絡尿膜

上接種に比し劣ることを確めた。

第4章総括並びに考按

　以上の実験を総：潤するに

　1）ペニシリン，ストレプトマイシン処置に

より，粗悪より鰐廻国卵に接種し更にそれより

継代が行い得ることを確め得た．

　2）艀化難卵の神化日数は牛痘ウイルスにお

いては8日卵，9日卵，10日卵等日数の浅いも

のは凝集素の産生が悪く，叉発痘力より判断す

るにウィルスの増殖も活澄ではないが，11日卵

以後のものは何れも凝集素の産生，ウィルスの

発育共に良好である．しかし14日卵，15日卵の
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如く終発の成長の進んだものでは，早期に死亡

する卵が相当見られ従って接種材料獲得には必

ずしも良いとはいえない．叉脈絡尿膜の発育は

11～13日卵が最もよく，以上の点より11～13日

卵が最：も適当と考えられるが，著者の実験では

12日頃が最：も成績が良かったので，爾後の実験

には特別の場合を除き12日卵を使用した．卵孚化

日数については長い程発痘力は博くウィルス力

価は高い材料が得られるが，凝集素の産生は3

日間培養と5日間培養との聞に差は見られず，

卵の死亡することを考慮に入れると，3日間培

養にて充分と考えられる．

　3）接種部位と各臓器のウイルス力価，凝集

素の産生1伏態を観察するに，脈絡尿膜上接種と

尿膜腔内の2っについて比較すると，凝集素の

産生は両者何れの場合にも脈絡尿膜において最

も良好で，他の臓器では何れも極めて低い値を

示していた．ウイルスの発育は脈絡尿膜が両者

とも良いことは凝集素の産生と同様であるが他

の臓器においては多少の差が見られた．しかし

何れにせよウイルスの増殖，凝集素の産生共に

脈絡尿膜が最もよくウィルス材料としても，凝

集反応の抗原としても脈絡尿膜が最も適してい

ることがわかった．叉脈絡尿膜のみについて見

ると脈絡尿膜上接種の方が尿膜腔内接種より優

れていると考えられる，

　叉この実験によって，ウイルスの力価と凝集

素の産生度は卒行せず，特に胎見の場合の如き

は相当高い発寒力を示すにも拘わらず，凝集素

の産生は全く行われないことが知られた．

　4）前記の如く粗暴より醇化累卵接種に成功

し更にこれを24代継株したがその継代数とウイ

ルス力価，凝集素産生状況との関係を見るにウ

イルス力価は代を：重ねる毎に上昇し，而も接種

卵の生存日数も長くなったが，これは概ウイル

スが卵靴平野に適応して来たためと考えられ

る，然るに凝集素の産生はウイルス力価に李行

せず，初め数代は不定であるが，3～5代頃よ

り安定し，その後は特に凝集価の上昇は見られ

ない．これは前述の接種部位と各臓器のウイル

ス力価，凝集素産生の場合にもいい得ることで

あるが，ウイルスと凝集素とは全く別のものと

判定する根拠の一つとなり得ると信ずる．叉こ

の実験によって，凝集反応の材料として卵孚化難

卵を用いる場合，粗苗より接種直後のものより

も数代経過したものを実験に供する方が安全と

考えられる．

　5）赤血球凝集反応の場合，メジウムの良否

が非常に影響を有することは既によく知られる

所であるが，市販の諸種食塩について比較検討

したが，粗製塩などの低級品を除き，日本薬局

方，化学用，注射用等の何れの製品にても大差

がないことが知られた．

　6）各種動物赤血球の被凝集性については既

に多くの研究があるが，その成績は必ずしも一

致しない．本実験においても，難においてすら

大きな差が見られ，他の動物赤血球においては

導く一部を除いて全く陰性なる結果を得，今ま

での報告に必ずしも一致しない点が少なくなか

った．これは特に牛痘ウイルスにおいては同種

動物聞の個体差が強いためと考えられる．

　7）：Bernkopfがインフルエンザ・ウイルスに

て行ったと同職iに，Roller　tissue　cultL】reにより

牛痘ウイルスの培養を行って見たが，本法によ

って充分牛痘ウイルスの培養が行い得ることを

確めた．叉本法によっても，脹絡尿膜上接種に

比して凝集価は低いとはいえ，凝集素の産生が

認められ赤血球凝集反応の材料として充分用い

得ることを確めた．

第5章結
　牛痘ウイルスについて難赤血球凝集に関する

実験を行った結果次の如き結論を得た．

論

　1）抗生物質の使用により下平を卵孚化難球に

接種し，牛痘ウイルスの艀化難卵適応株を得る
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ことに成功した．

　2）使用卵は艀化11～13日卵が凝集，素産生最：

もよく，接種後の培養日数は3日間が適当と考

えられる、

　3）接種：部位は脈絡尿膜上接種：が，凝集素の

産生最も良好である．

　4）脈絡尿膜上接種の際のウイルスカ価と凝

集価の関係，卵孚化難卵の各臓器の分布は必ずし

も両者不行せず，ウィルスと凝集素とは別のも

のと考えられる．

　5）難の約孚数に赤血球凝集反応を認めた外，

他の動物赤血球では殆んど同反応が行われず同

種動物聞にも彊い個体差があると考えられる．

　6）継代によりウィルスの力価は上昇するが

凝集価は略ζ安定で変動が少ない．

　7）：Bernkopfによりインフルエンザ・ウ・fルス

で試みられたRo11er　tissue　cultureセこよっても

凝集素が産生されることを確めた．

　G閣筆するに当り恩師谷教授の御懇篤なる御指導と

御校圏に深謝致します）
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