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I はじめに

ウイルス性下痢症の病原は，第1にBishopら1)2)によ

って報告された大形 (70nm)粒子，即ち rotavirusがあ

げられる。これは乳幼児の急性胃腸炎の主なる病原ウイ

ルスであり，現在では乳幼児のみならず学童間の流行例

も報告されている3).次いで Normalkagent4lをはじ

めとする小型(27nm)粒子である． Norwalkagentは

parvovirusと考えられ，学童，成人に急性胃腸炎を起

すことが知られている．著者らは秋田県大曲市内の保育

園で発生したP区吐下痢症患者の糞便中から IEM ( 

Immuno electron microscopy)によって Norwalk

agentと極めて類似の直径約30nmのウイルス様粒子を

検出し，すでに報告した5).本報では昭和51年12月より

秋田市内で発生した小児及び成人の下痢症患者糞便につ

いて病原検索を行い検討を加えたので報告する．

11 材料及び方法

A.材料

1.糞便

昭和51年12月から52年3月，及び52年12月から53年3

月までの間に秋田組合総合病院小児科外来で採取した小

児下痢症便44検体．並びに昭和52年6~11月，秋田市立

秋田総合病院第2内科外来で採取した成人の下痢症便11

検体．

2. I EM抗原（糞便抽出液）

下痢便を乳鉢で摩細し， PBS(-)で乳剤としたの

ち日立RPR-20ロータで5.000rpm30分遠心し，その

上清を0.8μの mi11 i pore filterで炉過したものを IE 

M抗原とした（図1.)
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図1. I EMによるウイルス検出法

3. I EM用抗体

小児下痢便からのウイルス検索のための !EM抗体は

年令22~27オまでの成人10名の血清をプールしPBS( 

ー）で I: 5に希釈した後56℃30分間加温したものを用

いた。本血清の rotavirusに対する補体結合抗体価は40

単位である。一方大人下痢便のウイルス検索には 3名の

成人下痢患者の回復期血清をプールし同様に用いた．

B.方法

1. I EM法によるウイルス検出法

図1．に示した如く糞便抽出液2.5叫と!EM用抗体〇．5

訊Lを37℃で60分間incubateしたのち， 4℃で

overnight,この試料2.5叫を等量の20彩 sucroseの上

に重層し日立超遠心機（65P)を用い， RPS-65Tロ

ータで35,000rpmSO分間遠心した．更にpelletを
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negative stain したのち日本電子 IB-100型を用いて

ウイルス粒子の有無を検索し， Kapikianら61の方法に

準じグリット 5区画の総和ウイルス粒子数 l~9個 I+,

10~99個2+, 100~999個3+, 1,000個以上4＋とし

て示した．

2. I EMによらない小形粒子の検出法

Bishopらの方法2)に準じて行った．即ち糞便抽出液

をトリフルオロトリクロルエタン (TFTCE)とポリ

エチレングライコール (PEG)6,000で処理後，遠心

沈活を蒸溜水で浮遊した．更に40粥 sucrose に項／晋し

200,000 g 180分間遠心した．遠心沈消を小量のPBS( 

ー）に再浮遊し negativestain しIB-100利で観察

した（図 2.).
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図2. I EMによらない小形粒子の検出法

3. ウイルス分離，同定方法

下痢症便を SLEK（抗生物質，ボバインアルプミン

を含むLE培養液）で10％乳剤としたのち 10,000rpm30

分間遠心した．その遠心上清の 0.2叫を初代カニクイ猿

腎細胞に接種し， 37℃で回転培養した．分離されたウイ

ルスの同定は型の如くプール血清と単独の型特異抗血清

を用いて行ったり．

4. 細菌学的検査方法

下痢症便をSS寒天培地，マッコンキー培地， DHL

寒天培地に塗抹後37℃で24時間培養した．また SS寒天

培地のみは20℃48時間培養も併用した．培養の結果出現

した疑わしいコロニーの同定は順序に従って咆の如く行

った8).

III 結果

小児下痢症便についての病原検索結果は表 l．に示した

とおりであった．即ち病原性が疑われる細菌としては

表 1． 小児ド痢症便からの病原検索結果

患者 採取 分離成績
I M E 

年令 ↑'I: 法成績
No. 年月日

細閑 ウイルス 70nm40nm 

5450 I 男 51.12.20 2 + 
5451 99 99 99 3 + 
5452 " " 

99 

5453 8M 99 99 Polio. II 3 + 
5454 I 女 51.12.21 I+ 
5455 " 99 99 3+ 
5456 5M 男 51.12.23 2+ 
5457 1 99 99 I+ 
5458 JIM 烏52. 1. 4 n.t 2+ 
5459 99 99 n.t 

5460 99 99 52. 1.10 1+ 
5461 I 99 52. 1.11 
5462 5M " 52. 1.14 
5463 I 女 9/ 2+ 
5494 llM 男 52. 1.31 
5495 I 99 99 3+ 
5496 IIM " 

99 2+ 
5526 4M " 52. 2. 3 
5527 JIM 99 52. 2.18 
5528 2M 女 99 I+ 

5529 I 男 99 Polio. ill 2+ 
5530 99 

" 52. 2.22 4+ 
5531 " t 

52. 3. 4 2+ 
5532 llM 52. 3. 8 
5533 I " 
5534 4M 99 4+ 
5535 7M 99 99 Polio. ill 
5536 1OM 99 52. 3.28 
5537 llM 99 99 

5538 I 女 99 

6874 13 99 52.12. 5 I + 
6891 4 " 52.12.12 
6897 3 99 53. I. 9 3 + 
6899 2 男 " 
6919 I 99 53. 1.30 
6920 " 

99 
" 

6921 3M " 
99 2+ 

6922 I ’’ 99 

6969 ， 99 53. 2.20 2+ 
6971 5 99 99 Salmc 

6973 13 女 " 
6999 5 男 53. 2.27 
7000 1 99 " Polio. II I+ 
7037 1 99 53. 3.13 

Salmonellaか］株分離された． また初代猿腎細胞を用

いたウイルス分離では4/44検体 (9.0%)にpoliovirus

が分離された．これらはワクチン由来株と考えられる．

II型2株，川利 2株であった．このうち 3例からは70n 

-108-



mの rotavirusも同時に検出された． したがって

poliovirusは単なるpassengervirusと考えられる．

上記3例を含めた rotavirusの検出率は19/44検体(43.2

劣）であった．

図l．の方法で検出された rotavirusの電顧像は図 3.A

の如く，凝集を示さなかった像と，図 3.Bの如くウイル

スか凝集し架橋形成が著明な像か認められた．直径はい

ずれも70nmであった．一方小形粒子は3/44検体 (6.8

％）に検出された．患者No.5460の糞便中の小形粒子は40

, IOOnm' 

図3.A I EMで検出された rotavirus
(No. 5534) 

9 9 
IOO nm 

図3.B I EMで検出された rotavirus

(Nn 5451) 

nmで，粒子表面は抗体で覆われているのが電顧的に観

察された（図4.).―方，患者No.6969の糞便中から検出さ

れた小形粒子もほゞ同大の40nmであった（図5.).また

患者No.5455の糞便中に見い出された小形粒子も40nmで

あったが抗体による凝集塊の形成が観察された（図 6.).

rotavirus検出陽性率と年令との関係は図 7．に示した．

即ち， 1オ未満7/ 17検体（41.2%), 1オ児10I 19検体

(52.6彩）と 1オ以下の乳幼児での検出率は 11I 36 

(47.2 %)を示した．

100,m 

図4. I EMで検出された小形粒子
(No. 5460) 

9 9 

100 nm 

図5. I EMで検出された小形粒子
(No. 6969) 
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I I 
100●m 

図6. I EMで観察された凝集像

(No. 5455) 
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図7..年令別ウイルス検出率

月別検出率は図8．に示した如く， 12月7/10検体(70.0

彩）， 1月5/15検体 (33.3彩）， 2月3/10検体 (30.0

彩）， 3月2/9検体 (22.2彩）の順であった．

一方，小形粒子は 1~3月に各 1検体ずつ検出された．

小形粒子 rotavirusが同時に検出された例は認められな

かった．小形粒子も含めた検出率は22/44(50.0彩）であ

った．

患
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ヽ

20 

---;]ニ

12 1 2 3 

図8. 月別検出数

l l 

100 "m 

図9.小形粒子

(No. 5455) 

成人の下痢症便についての検査成績は初代猿腎細胞に

よるウイルス分離，細菌学的検査及び患者3名の回復期

血清をプールし図 l．の方法による IEMを行ったがすべ

て陰性であった．

また回復期血清が採取できた上記3名について rota-

virusに対する補体結合試験を行ったか，抗体価の有意

上昇は認められなかった．主なる臨床症状は表2．に示した．
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表2. 成人下痢症患者の臨床症状

年 性
臨 床 症 状

患者 No. 臨床診断名 発病月日

岱 痢下 数回 闘 喜諄 目＾ Tコ
別

5 5 5 2 32 男 争、Cヽ 性 腸 火火 52. 7. 14 3 8. 8 10以上 ＋ ＋ 

5 5 5 4 29 男 99 52. 7. 19 3 7. 1 3 ~ 5 ＋ ＋ 

5 5 5 5 45 男 99 52. 7. 17 3 8. 5 10 ＋ ＋ 

5 5 5 6 25 男 99 52. 7. 22 3 6. 0 5 ＋ 

5 5 5 7 18 女 II 52. 7. 25 3 7. 5 13 ＋ ＋ ＋ 

5 6 0 9 31 男 99 I s2. 9. 13 3 7. 3 7 ＋ 

20以上5 6 1 0 33 女 II 

5 6 1 3 27 男 99 

5 6 2 0 53 女 I9 

5 5 4 8 29 男 " 
5 6 2 6 42 男 99 

即ち全症例下痢は必発で，次いで腹痛，全身倦怠であっ

た。下痢回数は多い者で 1日20回以上，少い者で3~5

回であった． 38℃以上の発熱は6名54.5彩に認められた．

患者No.5610では家族内感染が観察された．

B. I EMによらない小形粒子の検出成績

図1．に基づいた IEMで小形粒子が検出された 3検体，

即ち患者No.5460,6969, 5455のうち5455の糞便のみにつ

いてであるが，図2．の方法を用い粒子の検出を試みた．

検出された小形粒子の電顕像は図 9．に示したとおりであ

った．即ち直径は約40nmと測定されたが !EMで観察

された凝集塊は認められず，粒子全体が散在性で且つ平

面的配列であった．

IV 考察

rotavirusが乳幼児の急性胃腸炎，感冒性消化不良症

などの病原であることは今日ほとんど疑う予地がないで

あろう9)． また最近では冬期乳幼児腸重積の病原として

も注目されつつある10し乳幼児の rotavirus感染は生後

6カ月から18カ月の年令に好発するといわれているll).

このことは森田らが rotavirusに対して行った疫学的調

査成績12)，即ちこの年令群での抗体保有率は21.4彩と最

も低いことからも推定することができる．本報でのrota-

virus陽性最小月令は生後2カ月の乳児であったが．生

後3日の新生児糞便からの検出例も報告されている13).

検出陽性の最年長児は13オであったが，原ら3)が報告し

ているように小学生，中学生における流行も観察されて

おり，この年令群での罹患もまれでないようである．

今野ら14)によれば人血清中の補体結合抗体価が16~32

単位あれば IEMで陽性を示すという．このことから著

者らが IEM抗体として用いた人プール血清中の rota-

52. 9. 15 3 8. 5 ＋ ＋ 

52. 9. 23 3 8. 0 8 ＋ ＋ 

52. 9. 5 3 7. 2 10 ＋ 

52. 7. 7 3 9. 0 4 ~ 5 ＋ ＋ 

52. 11. 2 3 9. 5 10以上

virusに対する補体結合抗体価は40単位であったことか

ら， rotavirusを凝集するに充分な抗体量が存在したも

のと考えられる． rotavirusの検出は IEMによらずと

も図 1．左側の行程でも可能であることを自験している．

従って，図 3.Aに示したように凝集が認められない

rotavirusは抗体が作用していないのではないかと考え

られる．一方凝集反応が観察された像（図 3.B)はウイ

ルスの周囲に抗体が付着し架橋形成が認められている．

この相違は IEM用抗体として使用した人血清に起因す

るのか，あるいは抗原抗体反応の適比に依存するのか，

あるいは形態学的には同ーに観察される rotavirus も

poliovirusのように異なる血清型が存在することを示唆

しているか非常に興味ある問願である．しかしこれらの

問願点を解明することはできなかった． いずれにせよ

rotavirusの血清型については石田15)が述べているよう

に慎重に検討されるべき今後の問頗であると考える．

一方小形粒子による下痢症（急性胃腸炎）の病原ウイ

ルスが最初に確認されたのは1968年10月のオハイオ州

Norwalkでの流行であった見学童や成人に急性の咽吐

下痢症を起させる Norwalkagentは直径27nmの

parvovirusと考えられている．同様のウイルス粒子に

Hawaii agent Montogomery C,ounty agent16)がある．

これら三者問に抗原性の相違が指摘されている1叫他の

parvovirusとしては Paverらが報告した18)22nmのウ

イルス粒子がある． 27~30nmの小形粒子としては他に

Madaeleyら19)の28士0.5nmのAstrovirus,Apleton 

ら20)の29~30nmの粒子の存在が報告されている．本邦

における小形粒子の報告例は極めて少ない．秋田県大曲

市で発生したparvovirus様粒子による咽吐下痢症の流

行例についてはすでに報告した5)が．宮城県においても

下痢症患者糞便中からparvovirus様粒子が検出されて
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いる21し著者らが今回検出した40nmのウイルス粒子と

同 sigeのウイルス粒子が下痢症例から検出されたとい

う国内での報告は，著者らの知る限りでは見あたらない．

国外では Flewettら22)によって報告されているが検出

された粒子と疾病との関係は明らかでないとしている．

しかし下痢症便から検出された 3例の小形粒子の大きさ

がほぼ同じ sigeであること， No.5455は糞便中より直接

粒子の検出が可能で免疫反応が確認されること，更には

細菌学的検査，猿腎細胞によるウイルス検索でも既知の

病原が検出されず，且つ rotavirusも陰性であったこと

から，今回検出された 3例の粒子は病原の可能性が高い

と推定される．しかし本粒子がウイルスとしての諸性状

を有するのか否か，下痢症の他の agentとの位岡づけに

ついて今後明らかにされなければならない．

一方成人の下痢症便についても小児―ド痢症と同様の病

原検索を実施したが，既知の病I原は勿論何らのウイルス

様粒子も検出されなかった．parvovirus様 agentによ

る感染例では潜伏期間が24~48時間でウイルス粒子の排

泄は発病後急速に消失すること，また !EMで調べると

抗体産生が不十分であるといわれている23)ことから，小

形粒子（特にparvovirus)による下痢症では採便時期，

感染防禦としての免疫産生能力及びその持続性などを跨

えたウイルス学的，血清学的，免疫学的解析が今後必要

であろと考えられる．

V まとめ

小児下痢症便44検体，及び成人下痢症便11検体につい

て病原検索を行い，以下の如き結論を得た．

1. 小児ド痢症便から検出された病原は salmonella2.2 

鍬小形粒子6.8%, poliovirus 9.0 %, rotavirus 

43.2%であった．このうち3検体6.8%からpoliovirus

'-rotavirusが同時に検出された．

2. I EMによって検出された 3例の小形粒子の直径は

40nmであった．このうち 1例はポリエチレングライ

コールと超遠心こより糞便中から直接粒子を検出する

ことができた． lt「1吝は40nmであった． ・

3. 成人下痢症便からは既知の病原，及びウイルス様粒

子は検出されなかった．
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