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I はじめに

嘔吐や下痢などを主症状とする急性非細菌性胃腸炎

Acute non-bacterial gastro enteritis（以下 ANB
1).2) 

G)はウイルス性下痢症，乳幼児急性下痢症（白色便性

下痢症），冬期嘔吐症，嘔吐下痢症など様々な名称の疾

患群を包括しているが，主に夏期に多発する下痢症の病

原である腸内ウイルスやアデノウイルス以外．その病原

は最近にいたる迄明らかにされなかった．しかし． 1973
3) 4), 5), 5) 

年に Bishopらや Flewettらが急性乳幼児下痢症息者

の小腸粘膜や糞便中に直径70~75mnの Reovirus like 

agent (RV LA)を電顕で検出し，更に， 1972年，
7) 

Kapikianらがアメリカオハイオ州の Norwalkの小学
7) 

校で流行した嘔吐下痢症患者の便から免疫電子顕微鏡法

(I EM)という新しい手法を用いて直径 27nmのバル

ボウイルス型のウイルス粒子を検出したことから， AN

BGに関する病原学的解析が進展した．しかし， RVL

Aについてはそのウイルス像，免疫像及び疫学像がかな
22) 

り明らかにされてきたが，なお不詳の点が多いし，又，

ベルボウイルスクイプの agentについては漸く解明の

糸口が開かれたにすぎない．我々は，これらのウイルス

学的進展を背景にして， 1975年12月中旬秋田県内の幼稚

國に流行した嘔吐症の病原分析を行なって Norwalk
7) 

agentに類似するウイルス様粒子を IEM法によって検

出し，又． IEM法による血清学的診断法の開発にアプ

ローチすると共に，県内におけるRVLAの疫学像を明

らかにしたので報告する．

I 調査方法

A.被検血清と糞便材料の採取

(1) 1975年12月中旬，秋田県大曲市内の幼稚固で流行

した嘔吐下痢症患者21名から採取した急性期と恢復期の

血清と糞便．

(2.) 1971年と 1975年，秋田市と小坂町の健康住民99名

から採血した血清．

血清は一 20°c, 糞便は一70°Cでそれぞれ使用時迄保

存した．

B.糞便からのウイルス様粒子の検出方法

(1) 嘔吐下痢症患児の糞便からのウイルス粒子の検出
7) 

方法は， Kapikianらの方法に準じて図1．の如く行なっ

Acute or com・・ •tooI Acute or conv. scrum 三 BS(I: 5:；□゚3n;min. 

5,000,pm lo, 30 min. 

：□ip:•三三口
1) CSt 千 CS

37 C,60 min, and4C,over niaht q, 17,000 rpm for 60 min, 

Sediment 

Negathe staining 

止
図I. I EM法(I)

た．即ち，糞便を一PBS(PH?.2, M/15)で IO％乳

剤として 5,ooorpm, 30分間遠心し，上清を 0.8μのミ

リポアフィルクーで炉過した．この炉液4霰れこ 1: 5に

希釈したペア血清をそれぞれ 1“づつ蔀加し， 37°c, 

60分間， 4°Cで一夜インキュベートし，次いで， 17,000

rpm, 60分間遠心した．沈演を数滴の蒸留水に再浮遊し

たものをネガライプ染色し， 電顕（日本電子IOOB型）

でウイルス様粒子の存否を観察した．

(2) 急性乳幼児下痢症患児便からのRVLAの検出は
9) 

Bishopらの方法に準じて図2．の如く行なった．即ち，

ホモジナイズした糞便をトリフロロカーボンで処理して

遠心し，ポリニチレングリコールで沈澱させ，庶糖濃度
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Stool 1~5g 

Homogenize in 10ml. dist. water 

Add 10ml. TFTCE 

Homogenize 

10,000g for JOmin. 

Sediment 

Add PEG (8 %) 

(over night at 4C) 

4, 000g for 30min, 

Sediment Supernatant 

Dissolve in 2ml. dist. water 

Layer on to 3ml. of 45% sucrose 

00, 000g for 150min. 

Sediment Supernatant 

I 
Suspend in a few drops of dist. water 
| 

negative staining 

E心

20% sucrose液 6叫上にのせ， 8.6~8.7XlO''l80分間

遠心．沈涜を数滴の蒸溜水に再浮遊し，ネガティブ染色

を行なった後，電顕観察を行なって，比較的30nmの粒

子数の多い総視野 3ケ所の粒子数を測定した．各組合せ

で測定された粒子数の総和から乎均粒子数を算出し，こ

の平均値（20個）を中心に分散を考え， 30nmの粒子数

1-15個，（十）， 16-30個（廿）， 3］一45(-/tt),46 

以上(-¥tlt），全く粒子の観察されない場合（一）として

表現した．

D. RVLAに対する柿体結合 (CF)抗体価の測定

方法

Bishopらの方法によって精製した RVLAのCF抗

原（東北大学医学部小児科学教室鈴木宏博士から分与さ

れた）の2単位を用いて急性乳幼児下痢症患者と嘔吐下痢

症患者のペア血清，並びに健康住民から得た血清におけ

るRVLAに対する補体結合抗体価をマイクロタイクー
10), 11), 12) 

法により測定した．

図2. ウイルス精製法 (Bishop)

勾配法にて濃縮精製し，ネガティブ染色を行なっで屈顕

観察を行なった．

c.ペア血清問におけるウイルス様粒子の検出態度の

比較方法

嘔吐下痢症患者から検出されたウイルス様粒子 (Nor

l［成績

A.大曲市内幼稚園て流行した嘔吐下痢症についての

調査成績

(1) 流行概況と細菌学的及びウイルス学的検壼成績

1975年12月中旬，秋田県大曲市内の幼稚園で嘔吐，腹

絲，下痢を主症状（図4.)とする一見食中毒様の患者が

walkagent様粒子，平均直径30nm) の検出態度を患児 （％） 
10),29) 100 

8名のペア血清を用いて，図3．の方法で比較検討した．

即ち，図2．の方法で直径30nmのウイルス様粒子の比較

的多く検出された No.I,5, 8, 10の便材料をプールして

乳剤をつくり， 5,OOOrpm, 30分遠心した上清をミリボ

アー炉過 (Poresizeo.sμ)炉液 5m.¢づつに一PBSで

1 : 5に希釈したペア血清をそれぞれ別々に 1m.tづつ加

えて37°c, 60分問， 4°C 1夜イ‘ノキュベートした後，

IO % pooled stool suspension (-PBS) Acute or conv, serum 
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図3. I EM法 cn) 

嘔腹

吐 痛

臨 床 症 状 （28名）

図4． 嘔吐下痢症の臨床症状（問診表による）
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図5. 患者発病日時 (21名）

図5．に示す如く発生した．しかし，患者糞便や原因食品

のマスクーテープルにもとずく推定原因食品及び調理人

糞便から既知の食中毒菌は，表1．に示す如く，全く検出

されなかった．又，潜伏期間が二峰性の分布を示すこと

と同時期に同様の患者が大曲市内の他の幼稚國の小児に

も発生していることが明らかとなったことから，食中毒

説は否定され，ウイルス感染症が想定された．しかし，

表1．に示す各種培養細胞及び哺乳マウスを用いたウイル

ス分離一培養検査もすぺて陰性の結果しか得られず，

又，ペア血清間におけるアデノウイルスに対する CF抗

体価の有意上昇も認められなかったことから，上述の方

法で検出されるようなウイルス感染症は否定された．ー

方， 1975年末～1976年初頭にかけて秋田市内に流行した

急l生乳幼児下痢症などからRVLAが高率 (90％に検出

されたことから，この agentが本流行の病原としての

可能性が推定され，以下の如き実験に着手した．

表J. ウイルス学的及び細藷学的検査成績
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検体 ウイルス分離 アデノ C F 病原細菌分離
（糞便）

性 番号 MK|GMK| HE  HEP| sM＊急性期！回復期ー、卜li|：ネご19泰訂多：盗l嬰腸覧
| 5230| - | - 1- 1 - | - | X 64 | X l28 |.“・- 1 - 1 - 1 - 1 

I 5231 I -I -I -I -I -I x 16 I x 16 I -I -I -I -I 
| 5232| - 1 - 1- 1 - 1 - I X 32 | x 32 | - 1 - 1 - | - I 
I 5233 I -I -I -I -I -i x 32 I x 32 I -I -I -I -I 
I 52341 - 1- 1 - 1 - 1 - | x 32| x 32|- 1 - - | - | 

5235 I -I -I -I -I -I x 16 I x 16 I -I -I -I -I 
| 5236 - - 1 - - | - | x 64| x 64 1 - 1 - i - | - | 

I 5237 I -I -I -I -I -1. ~ 64 I x 64 I -I -I -I -I 
5238| - 1 - 1 - | - | - | x 64 |nt | - | - | - | - | 

I 5239| - 1- 1 - 1 - - | x 8 | x 16 1 - 1 - 1 - | - | 

| 5240 - 1 - 1 - 1 - 1 - X 32| nt| -1- 1 - 1 - 1 

| 5241| - 1 - | - 1 - 1 - | X l28 | x 64 | - 1 - - - | 

I 5242 I -I -I -I -I -£ 16 I x 16 I -I -I -I -I 
5243| - 1 - - 1 - 1 - | x 8 | nt|-1 - I -1 - | 

＊生後48時間以内の哺乳マウス
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成績

嘔吐下痢症を示した4~6オの上記幼稚園児21名から

発症3日以内の急性期血清と23病日前後の恢復期血清，

並びに急性期と発病後38日目の糞便をそれぞれ採取し，

表2.1こ示す如き組合せで図l．に示した IEM法により，

糞便中のウイルス粒子の検出を試みた．その結果，図6,

7．に示す如き乎均直径 30nmのウイルス様粒子の疑集像

がIO名中 6名の糞便から検出された，しかも，急性期便と

回復期血清の組合せで最も高率に検出され，特異的抗体

I EM法による患者便からのウイルス粒子の検出 の関与が示唆された．一方，図8．に示す如きphageも

2名の便に観察されたが，明らかに上記30nmの粒子と

形態像が相異し，しかも血清採取時期と相関しなかっ

た．又， RVLAは精細な検討にもかかわらず，その存

在を認めることができなかった．

検出された平均直径30nmのウイルス様粒子は，時に

は中空 emptyの粒子を含み，又，直径27nmの Nor-

walk agentと比較すると，やや大型のようにもみえる

が，形態学的には，そのEM像が Norwalkagentと極

めて類似していた．冬期間の侵淫が想定されるベライン
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表2. I EM法(I)によるウイルス様粒

子 (30nm)の検出成績

Patients Detection of the virus-like 

particles ~+cs1i3Cm) J S by IEM 
N0. (YAegae rs) IIS~e~x= IA1) St+aslA2) St t +as]C4) St+ cs 

1 I 5 IM I + +—+ 

2! 6 IMI -- - -

3 I 5 I M I - I - nt I nt 

51 6 IMI + I + -

71 4 IFI - I - -

8 1 4 M l- + --

10 I 6 I M I - I + -

12 I 4 I F j : + nt I nt 

13 I 5 i M I + I + - -

14 I 5 I F i - - nt nt 

ASt : Acute stool CSt : Conv. stool, as : Acute 

serum, cs: Conv.serum, M: Male, F: Female, 

nt : not tested. 

(>-;;;;;;;;;--: x 200, ooo) 

図6．凝集したウイルス様粒子 (PTAnegative鉛色）

(~ Y 200. ooo) 

図7. l疑矩したウイルス様粒子 (PTAnegative染色）

(',忘;;;-;X 200,000) 

図8. phage (PTA negative染色）

フルエンザウイルス (150~600nm)やアデノウイルス

(60~85nm)と形態学的にも又，大ささも全く異って

13) 
いる． coliphageMS2の24nm,coli phage ¢, X 17 4の

13) 
24nmより大きいか， 夏期に侵淫の顕著となる腸内ウイ

ルス (15~30nm)よりは若干直径が大きい．これらの

ことから，下痢や嘔吐を惹起する腸内ウイルスやアデノ

ウイルスの如き既知ウイルスやファージなどの粒子では

ないと考えられた．そして， このウイルス様粒子が回復

期血清を添加すると，高率に糞便から検出されることか

ら，本嘔吐下痢症の agentとしての可能性が高いと考

えられた．

(3) ペア血清間におけるウイルス様粒子の検出態度と

RVLAに対する CF抗体価の比較

上述の IEM法によって平均直径30nmのウイルス様

粒子が比較的高率に検出された No.1,5, 8, 10の4名の

糞便をプールし，ペア血清問におけるウイルス様粒子の

表3. I EM(ll)法によるウイルス様粒子

(30nm)の検出とペア血清のRVL
A-CF抗体価

Detection of the!Titers of CF 
Patients Ivirus-like parti-|antibody against 

cles by IEM [RVLA 
Acute I Conv. 

No. Age ISex serum serum ACute Conv. 
(Years) I Pooled Pooled serum serum 

stool I stool 

1 I 5 IM I +t廿 I 32 i 32 

5 I 6 IM I 十 nt 8 1 8 

8 I 4 IM —Iー冊 16 I 16 

10 I 6 I M I ti-+t I <8 i <8 

131 5 IM I + I +t | 8 8 

15 I 4 I F I + I nt I 16 I 16 

16 I 4 I F I nt I nt I <s I <s 

- 60 -



171 ―;1Ml nt I nt [ 8 I 
18 | 4 | M l + l 廿 I nt I 

191 3 I F I + I + I nt I 
20 1 5 | F | + I tl- I nt | 

21 I 4 l MI廿 l廿 Iut I 
Pooled stool : Acute stool materials of No. l, 5, 8 

and IO. RVLA: Reov irus—!Ike agaent. nt : not 

tested. 

8
 

表4.

nt 年 計

nt 

nt 

nt 

検出態度を比較検討した．得られた結果｝ま表3．に示す如

くであった．即ち，各試料から観察された粒子数の総和

から求めた 1試料当りの平均検出粒子数を基準値として

各血清毎の検出粒子数を比較した結果， 8例中4例の回復

期血滸において急I生期血泊を用いた勘合よりも検出粒子

数が多く観察された．他はペア血消I！りに差が殆んど認め

られなかった．このことは，少なくとも本粒子に対する

抗体産生の行なわれていることを示しており，又，抗原

として用いる試料中のウイルス様粒子数を定量的にコン

トロールすることによって IEM法による血清学的診断

の可能性を示したものと考えられる．一方， RVLAに

対する CF抗体価を測定したが，表3．の如く，いずれの

ペア血清においても CF抗体価の上昇は認められず，血

清学的にも RVLAの関与が否定された．

B, RVLAに関する血清疫学調査成績

秋田市及び小坂町の住民99名についてRVLAに対す

るCF抗体保有状況を調査した結果，図9．及び表4.I'こ示

す如き成績が得られた．即ち，各地区の被検集団が小さ

いためバラつきが大きいので両地区を総和してみてみる
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図9.

• ~6 7~9 IO~12 15~19 

年令 II （キ）

秋田県住民における Reovirus-likeagent 

に対する年令別補体桔合抗体保有率

2 ~ 3 a.20 AV• 

RVLAに対する年令別CF抗休保有率

令「□忍喜］不喜晶I見比犀五
0 -l ̀ 1 5  (O.0)13/5(6三応（21.4)

2 -3 14/4 (100)12/5 (40.0)12/5 (40.0)18/14(57. l) 

4 -6 |1/2 (50.0)14/5 (80.0)11/5 (20.0)16/12(50.o) 

7 -9 ~):3/5 (60.0)14/5 ~ 
10-12|5/5(100.0)|2/5 (40.0)i3/5 (60.0)110/l[66.7) 

~o--:-~)[3/5 (6o.o)i3/5 (60.o~ 

全2013/5(60.0)!2/5 (40.0)14/5 (80.0)19/15(60.0) 

平均 16/29 16/35 20/35 52/99 
疇率 1 (55.2)1 (45.7)1 (57. 1)1 (52.5_2 

と， RVLAの罹患年令陪である 0_ 1オ群では21.4%

であるが，以後の年令村手では50-66.7%（ピークは10_

12オ群）の保有率を示した．

w 考 察

急性非細消性胃腸炎（ANBG)ぱ，一般に 9月～ 3

月にかけて流行形式で発生し，急性呼吸器惑染症に次い

で多発するウイルス感染症と考えられているが，疾患そ
I) 

のものは自己限定性 self-limitedで予後が良好である

のが一般的である，このANBGの病原については，これ

まで腸球歯説，体質異常説，ウイルス説，腸管外惑染説
14) 15) 

などの諸説が論議されてきたが， 1945年の Reimannら
16) _ _ 17) 

1947年の Gordenら， 1953年のJordanらの患者糞便

炉液の志願者への慎頂な経口投与実験などから，先ず感

染性が明らかにされ，又，同時に糞便を細伯炉過器で通

していることから細哨やプロトゾアが否定され，ウイル

ス説が台頭してきたのてある．しかし， GordenとJor

danが可能な限りのウイルス学的手法を以って志願者糞

便からのウイルス分離に努めたが，すべてネガティプの

結果に終り， クイルス説の確証が得られずに経過してき

た．しかし， Dolin らが NorwalkのANBG忍者便を

1.2μのミリボアフィ！レクーで炉過した炉液にストレプ

トマイシンとオーレオマイシンを加え行なった志釦者へ
18), 19 ・' 

の粍口投与実験などから，ウイルス説が再確認されたと

いえよう．そして， Bishopらや Flewettらの精力的

な篭顕によるウイルス粒子の観察、更に， Kapik1an ら

の免疫学的特異性を利用した IEM法の導入により，い

くつかの agentの存在が明らかにされ， ウイルス説確

証へのウイルス学的突破11が開かれたのである．即ち，

乳幼児の急性乳幼児下痢症によって代表される ANBG

にRVLA, 児欲～大人の嘔吐下痢症に代表されるAN
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BGに Norwalkagentの如きベルボウイルスの関与

が明らかにされたのである．又，tropicalsprueなど

から Mathanらがオルソミキソウイルスとコロナウイ
20) 

ルスに類似した粒子， Tomkinsらは arenavirus様粒
21) 
子 (Pleomorphicvirus -like粒子）などの存在も報

告している．いずれにせよ，これらのいろいろなウイル

ス様粒子の検出意義，或いは病原意義，更に又，これら

のウイルス学的性状や分類などに関する解析が急がれて

いるのが現状である．この中で， RVLAは比較的研究

が進展し， 少なくとも急性乳幼児下痢症の agentとし
22),23) 

てほぼ確立されたと考えられるが，それでも尚且つ不詳

の点も多い例えばグローベルな疫学像もさることなが

ら，地域性に密着した疫学像の解析，環境の免疫度とそ

の内での伝播形式，免疫の持続性，或いは感染防禦とし

ての体液性と細胞性免疫の関与意義，更にワクチンの問

題など山積しているのである．その意味において，著者

は後述の如き地域的な疫学的解析を試みたのである．

バルボウイルスと考えられる病原群についても，単一

の agentなのか，或いは複数以上存在するのか，複数以

上存在するとすれば，ウイルス学的差異や抗原性の差異

更に培養の問題など先ず明らかにされねばならない．ペ

ルボウイルス群に属すると考えられる既知の検出ウイル

ス粒子には，上述の直径27nmの Norwalkagentをは

じめとして， 1971年3月ハワイホノルルで Norwalkの

場合と類似の臨床像と疫学像を有するANBGを惹起し
24) 

た Hawaiiagent, 197 l年6月メリーランド州の Mon-
24) 13), 25) 

tgomery County agent, Madeleyららの 28土0.5nm
26) 

の星状形の Astrovirus,Paverらの 22nmの粒子，
27) 

Appletonらの29~30nmの粒子などがある． Norwalk

agent, Hawii agent, montgomery County agent 

の 3agentsについて志願者への交叉感染実験の結果か

らみる限り， Norwalkagentと Hawiiagent間に抗

原性の類似がみられないが． Norwalkと Montgomery
28) 

Countyの両 agents問には抗原性の交叉がみられる．

しかし， Astrovirusとの相関性については不詳であ

な著者が今回の大曲市内の嘔吐下痢症から検出した30

と，及び， ANBGと関連するような既知の病原性細菌

やウイルスが全く検出されなかったことなどから，この

粒子が本流行の agentと推定されたのである．しかし，

本粒子がウイルスとしての諸種性状を有するのか否か，

ANBGのいろいろな agent,特にバルボウイルスクイ

プの agent問における位懺づけについては更に明らか

にされねばならない．一方，著者は本粒子を比較的多く

含有する糞便をプールした粗精製粒子液を抗原として，

ペア血清を用いた IEM法による血清学的診断法につい

て検討し，その可能性のあることを明らかにしたが，今

後定巌的な血清学的診断法の開発を検討していく考えで

ある．

V 結論

著者は，急性非細菌性胃腸炎の病原像を明らかにす

べく， 1975年 12月中旬秋田県大曲市内の幼稚國で流行

した嘔吐下痢症の病原解析．並びに急性乳幼児下痢症の

agentである RVLAの疫学的解析について研究し，

以下の如き結論が得られた．

1． 嘔吐下痢症患者糞便からは既知の病原性細菌やウイ

ルスは検出されなかった．しかし，患者糞便とペア血清

を用いて IEM法を試みた結果，急性期便と回復期血清

の組合せで10例中 6例から乎均直径30nmのウイルス様

粒子を検出した．

2. この粒子は Norwalkagentより若干粒子の直径が

大きいか，形態学的には類似していることから，ペルボ

ウイルス群に相当するのではないかと推定される．

3. 又，この粒子を含む 4名の糞便をブールし，これを

抗原粒子として IEM法による血清学的診断について検

討し．その可能性があることを確かめた．

4. RVLAに対する CF抗体の保有状況は0-1オ群

で21.4%, 2 -3オ群以降では50-66.7％の保有率であ

り，罹患年令罰の 0-1オ群は明らかに低率であった．

nmのウイルス様粒子は粒子直径の大きさからいえば， 稿を終えるにあたり，被検材料の採取に御協力下さい

Norwalk agentより若干大きいが，形態学的にはAs— ました大曲保健所塩谷太郎所長，今野等主任専門技術

trovirusよりも Narwalkagentに類似している．こ 員及び各係員の方々，並びにRVLAのCF抗原を分与

のようなパルボウイルスクイブのウイルス粒子が検出さ して下さいました東北大学医学部小児科学教室鈴木宏

れた例は本邦では殆んど報告されていない．本粒子が回 及び今井 明両博士に心から感謝します．

復期血清を用いた場合，特異的に高率に検出されるこ
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