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水克より Vero細胞でヴイルスが分離された
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Hand-Foot & Mouth Disease 体の有意上昇を認めた症例もあり， HFMDが昭

(HFMD)は乳児から幼児が罹患し，口内及び 和44年夏～秋に本県内で流行したことを確めた。

手足などの水疱形成を主徴とする軽い病気である。 本症は CoxAl6の他に CoxA5,又は A1 0 

これが主として CoxsackieA-16 (CoxA も原因となると言われて居るので．これ迄の報告

- 16)によるものであることは 19 5 7年Can- ．の多くは分離に哨乳マウス (SM̀ )を使用し，血

ada の Toronto周辺で流行した時 Robin-

.,_ sort')らによつて初めて明らかにされたものであ
i-(j.1.. __ t) 

る。その後．米国や，英国での流行が度々報告さ

れている。

我国では，昭和42年夏に関西地方で本症とみら

れる疾患の流行中に．水痘内容から． Cox:A 
ヽヽ

1 6が分離されている以外まだあまり報告されて

いないが，昭和42~8年中に我国で若干<Z::. C o 
”) 

rA1 6の分離がWH0に報告されているので，

我国でも最近流行していることは確かであろう。

我々は昭和44年夏から秋にかけて秋田県内で臨

床的に本症とみられる疾患の流行を認め， 6例の

患者の水疱からVero 細胞を用い．全例からウ

イルスを分離し，同定の結果，現在迄の処， 2例

は CoxA16であることを確認した。更に血清

学的検査により Cox:Al6に中和抗体， CF抗

清抗体の検索も SMで行なわれそいる。我々は

分離はSMによらず， Vero 細胞を用い，高率

に分離し得た。

然し乍ら， Yero 細胞のみで継代した株は標準

株と，性状に於て相当な差異のあることを知りつ

つあるが，本報では分離及び血清診断結果を主と

して報告したい。

被検症例

我々がウイルスを分離した症例は昭和44年 6

月から11月迄の間に発症し，秋田県立中央病院

皮膚科，或は小児科を受診した 5例と．秋田市中

通病院小児科の受診患者1例で，これらの症例の

臨床f象D概要及び，ウイルス分離結果を表1に示

した。尚，症例妬71と， 72は同胞例である。
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表 1 Hand-Foot ＆
 
Mou t h Disease 症例

症例番号

I 

年令•性 i 発病月日

52 6- 4令 6-1 7-69 

|―,  --――------I  

心［言譴1分離株ro.I備 考

口内．手掌，足底じ― 20(4) 
前膝部水疱胞性発 底部水疱（＋）

疹
3 7~3 8 ℃ 

臨 床 像

(132 0) 
白血球8.8 0 0 
(6-20) 
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7 1 o-8名 8-25-69 

軟硬口蓋，口内疹 8-2 8 (+) 

手指，足趾 手背．水泥（＋）

手掌，足底，下庄足底水疱（＋）
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72 
イ‘4-4 0 

(71の兄）

8-31-69 

軟口蓋，舌先端

手指，足趾

水死性発疹

平熱

9 -1 (2) 

咽頭拭液（＋）

手掌水疱（＋）

足底水疱（＋）
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白血球6.55 0 
(8-28) 

発病間隔 6日

7 4, 0-1 1$  9 - 7-69 

上應， 下肢

手指，足趾

水疱性発疹

3 7℃ 

9 -1 1(5) 

咽頭拭液（＋）

手掌水疱（＋）
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80 0-10 i 1 1 - 8-69 
両手掌，栂指 」11 -1 1(4) 
左足踏水疱性発多手掌水疱（＋）

咽頭拭液（＋）
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408 0-10 b 9-28-69 
手掌，手指

足趾，下肢背側

水走性発疹

ロ内疹．発熱

9-8 0(3) 

咄頭拭液 （一）

手掌水疱(+)I c 136 4) 
糞便（一）

同胞発病せず

検査方法

ウイルス分離には Vero細胞を用いたCJ細胞

嘲用培養液 (GM)はEagleのMEMに 1
0％の牛血清を加えたものであり，細胞推時液

(M S)いは， M団 Mに2％仔牛血清を加えたも

のを用い．検体接種後33℃で回転培蓑を行ない．

途中 5日毎に液を交換し， 2週間観察した。

肉本は主として水厄内容を 0.5％牛血奨アルプミ

ンノ'JO,8 LE液2~3Ill 1中花とり．その0.2ml

を1本の細胞チュープに接種した(J

螂拭い液及び糞便抽出液忙ついては， •迄に

記した常法に従った(J

免疫血清

同定に用いた血清は次の通りである，

① 予研より分与されたSChmidt Pool血清

抗 CoxA群各単味免疫家兎血清。

R我々の分離株のVero細胞培養液を Difr-

S-2で処理し， Freund の Comp-

Iete Adjvandと共にモルモットの筋肉内

に， 3及至 5回注射し， 3週後再接種してから

1週後に採血した血清。

en 

血清診断のためのウイルス

1) 予研より分与された Co Y: Al叫梁準床をSM
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表2 水疱よりウイルスが分離されたHFMD症例の血清抗体価

症例採血 5 0％中和抗体価 C F 抗体価

番号 病 日 COX Al6$MV 1 3 5 2-V COX Al6SM 1352-VSM 1320-VSM 

4, 8 2 n t 8 <. 8 く8

5 2 

2 1 3 2 1 6 8 1 6 

4, く 8 く2 く8 く8 く8

7 1 

1 9 1 6 く2 8 <, 8 '8 

2 < 8 く2 1 6 く8 8 

7 2 

1 3 3 2 く2 8 2 1 6 1 6 

5 1 6 く2 nt 8 く8

7 4, 

2 1 3 2 く2 1 6 1 6 

3 1 6 nt 8 < 8 ＜ 8 
I 
8 0 

1, 1 6 1 6 8 ~ 8 

卜
' 3 3 2 n t 8 く8 〈8

i ! i' 4 0 8 
1'I 1 6 1 6 1 6 8 
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及びVero細胞で継代したもの。

2) 我々の分離代表株を Vero細胞のみで或

は． Vero-SM-Veroの順で継代し

たもの。

血清学的検査方法

① 中和試験

ウイルス及び血清の等量混合液を室温に 1時

間おき，その 0.1mlをVero細胞のチユー

プに接種し， 33℃に廻転培養した。中和抗体

の検査は． Hanks液にて稀釈した血清につき

同様，中和試険を行ない， 50％中和抗体価を

算出した。

②補体結合反応 (CF) 

標準株及びVero細胞分離株を SMの腹9と

内に接種し，発症したSMのホモ・ジネートを，

Difronで処理したものを CF抗原として使

用し，マイクロクイクーを用いて行なつた。

ウイルス分離の結果

ウイルス分離の結果は表1に示す通りであり，

全例の水から少なくとも 1株のウイルスが分誰

された。Ko.7 1例の如<,3ケ所の水免につき分

離を行ない，全てからウイルスが分離された如く，

水 からのウイルス分離は高率であった。咽頭拭

液では4例中 3例から分離された(J1例の糞‘更か

らのウイルス分離は不成功に終つた。

Vero細胞に見られた本ウイルスの CPEは

殆んどECHO或はCoxsaCkieB群の示すも

のと類似していたが，分離の除初めでのCPEが

認められたのは少なくとも接種後1週間を至てか

らであり，以後の液交換により CPEは更に進行

した。

分離株の同定にはやや困難があった。即ち，分離

代表株の 13 5 2株のVero細胞継代株 (13 

52-V株）は Shn:.idt Pool血清では中和

されなかつね又，予研で作製された COXA群

1 6型の抗血清でも中和されなかつた。しかし，

抗 1352-V株モルモツト血清は標準COXA

1 6のSM-Vero継代株を中和した° ・次に抗

1352-V株モルモツト血清は標準COXA 1 

6のSM継代株と 1352-V株を SMに接種後

の発症SMによつて作製した CF抗原に同じ価の

CF抗体価を示した。

以上のことから， 13 5 2株は COXA16と同

定し九

血清診断結果

患者ペア血清についての血清学的検査結果は表

2に示す如くである。注目すべきことは分離代表

株の 13 5 2 -v株を抗原とし， Vero細胞を

用いた中和抗体価の検索では全例の回復期血清で，

抗体の存在を確認することが出来なかつたことで

ある。これに対して標準COXA16のVer o 

細胞継代株を弔いて同様に行なつた中和抗体価の

検索では症例71と72は．明らかに抗体の有意

上昇を確認出来たし，他の症例でも．抗体の存在

を確め得た。

一方， CFでは COXA16-SM株1352-

V-SM株及び 1̀82 0 -V-S M株を抗原とし

て全例にペア血清間で抗体の上昇を認めた。従っ

てCFでやつた限りではこれら 6例は少なくとも

COXA群の感染を受けたと言える成績を得た。

考擦

臨床的にHFM  Dと思われる 6例についてウイ

ルス学的な検索を行なつた結果．種々の興味ある

知見が得られた。先ず第一に，我々は症例のウイル

ルス分離を行なう際に，手，足の水竜を主訴とし

たものが多かつたために．初めは HFMDと考え

ず，臨床上， Herpes Simplex (HS V)  

による水疸と疑つたのであった。それで．我々の

常法によつてVero細胞に水 内容な接種した。

もしこの•水也がHSVによるものであるならば．

今迄の我々の経伍°せは接種から 1日．おそくとも

8日以内に分離の判定をなし得たからである。処

が．今回の症仔は．何れも 3日以内には CPEが

起らなかつ1c.C,従つて我々は本症は直床的にHS

Vに似ているけれども HSVによる水走ではない



と判断した。その後， Vero細胞のMSを交換

していた処． CPEらしい像，しかも， Ente ro 

Virus様のそれが認められたのであったu疑問

に思つてこれを継代した処，明らかな CPEが認

められ，感染価も 105,5あるととが確められたこと

から，同定以前に恐らく， HFMDと診断したの

であつた。継代後は．接種から． 2-3日で10 

0％に近く Cp団が起つた。もし我々が本症を最

初からHFMDと考えたならば，分離材料は当然，

哺乳マウスに先ず接種したであろうが．これ程高

率には分離し得なかつたかも知れないu
2) 

Mag off inらは Cali:forniaの流行に於て

喝乳ーウスを用いた他に初代猿腎細胞 (MK)を

用わ七分離している。又，分離材料は水;'1,ではな

くて，糞便を用いている。 Freoschle’紐
Atlanta の流行では種々の材料を SMやMK

に接種して居り． Alsop 9)らは英国の Birmi-

ngham の流行で．組織培養では全く分離出来

なかつたとしている。 Cherry”らは Wiscons

inで多くの種類の細胞やSMを用いて分離を行

なつている。
）ヽ

高安らは水危及び糞便を SMに接種して居り，今

迄の処， Vero細胞を用いた報告はないu

我々は水吃内容の他に咽頭拭い液や糞便について

もVero細胞によつて分離を試みたが，水危か

からは全例分離に成功していながら，咽頭や，糞

便からは必ずしも高率な分離には成功しなかつたu

このようなことからHFMDでは原因ウイルスが

明らかに皮膚に於て増殖して居り，水也内容は高

い感染価のウイルスでみたされていることが推定

されたu 一方，ウイルスが水疱中に存在した時点

の急性期血清中には既に中和抗体も CF抗体も認

められたものが多く，この点は免疫学的に興味深

い問題として更に追求中である。

次に我々が直面した問題は分離株の同定であっ'

た。 Vero細胞継代株は Schmidt Pool血

清抗 CoxA1 6血清の何れでも，又， Homoの

モルモット抗血清でも中和されず，しかも， HO

mo患者のペア血清でさえも抗体価を認めなかつ

如然し乍ら， Vero細胞継代株を哨乳マウス

に接種するとマウスは発症し．その発症マウスの
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ホモジネート上清．ーを抗原とし．Vero細胞継代株

で免疫したモルモット血清とで． OP反応を行な

うと陽性を呈し．更に同抗原でペア血清間の抗体

上昇を確認した。

今回我々がウイルスを分離した症例の臨床像につ

いては別に報告の予定であるが．今迄．本県内に

於ては．このような症例は少なくとも過去5年以

内には認められなかつたようであり．昭和44年

に突然 CoxA16が何処からか浸淫して来たも

のと思われる。我々の観察した以外でも同様の臨

床像を呈した乳児の症例が県内及び他の東北各県

ごもみられたことが他の皮膚科医及び小児科医の

間からもたらされている。又．他に本邦では東京

地区でも HFMDの流行が報告され． COX  Al 6 

の分離も WHOに報告きれていることから昭和

42~44年中には或は全国的に CoxA16が

撤布されたものとも考えられる。

総括

昭和44年度から秋にかけて．秋田県内に発生

したHond-F oo t&Mou thDiscae 

8Cと考えられる6例につきウイルズ学的に検索

を行ない．次の知見を得た。

1) 水疱内容を分離検体とし． Vero細胞に

種した処． 6例の全例から Entero Vir 

U8様の OP国を呈するウイルスが分離され，

現在迄に2例のものはCoxA16と同定さ

れた。又．咽頭拭い液よりは． 8株分離され

た。

2) Vヽero細胞継代ウイルスは105.5の感染

価を有し， CPEも強度であるが．抗血清に

ょつて中和されないが分離株でのモルモット

免疫血清は標準株の CoxA16を中和した

ので分離株は或る種の変異株と思われ追求中

である。

3) 水疱内にウイルスが存在している時期に既

に中和抗体は上昇して居ることが確められ免

．＇．疫学的に注目すぺき問題であると考えられる

4)・ 血清中和抗体はVero細胞継代ウイルス

では指摘出来ず標準株ウイルスによつて始め

て測定し得た。
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一方． CF抗体はV匂roー哺乳マウス
磁代ウイルスによっ召て認め得た。
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