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眼球運動失調症（脳性麻痺とてんかんを

合併）の乳児患者から分離されたパライ
ンフルエンザ 4B型様ウイルスについて

田誠三郎＊佐藤宏康＊後藤良一＊

高山和子＊森田盛大＊天野保―**

I はじめに

現在．パラインフルエンザウイルス（以下，パラと略

す）には． 1, 2, 3. 4型の 4種類があり．さらに，

4型はサブタイプA, B型に区別されているが，この両

型に関する内外の報告例＂〗は少ない．
我々 は， 1980年10月に眼球運動失調症に脳性麻痺とて

んかんを合併し，秋田市内のA総合病院小児科へ入院し

た乳児患者の髄液からパラインフルエンザ様ウイルスを

分離し．そのウイルス学的，血泊学的及び血清疫学的検

討を行なったので．その結果を報侶する．

II 材料と方法

A.材料

1. ウイルス分離材料

ウイルス分離には，表 1．にぷした患児から採取した髄

液を用いた．

2. 被検血清

血清学的検査には，同患者から21病日 (25931)と48病

日 (25949)に採取したペア血市を用いた．また，血清疫

学的調査には，当所で実施している微生物定点観測時の

患者 (0-15歳）と一般健康住民（16-60歳）の計 100

名から採取した血清を用いた．

なお，被検血清は，いずれも使用時までー20℃に保存

した．

B. 

1. ウイルス分離方法

表 1・

1.患者名 浦 〇芳〇男 5M

2. 入院 昭和55年9月26日

3. 検体採取 昭和55年10月15日（髄液，血液）

4. 臨床診断 Opsoclonus 

5. 主症状 眼球連勅失謁症，首の安定性不良及び

脳性麻ひとてんかんを合併

1形｝］台児コウシ血清（FCS)加維持MEM液l叫で液

交換したHEp-2細胞培養チューブに分離材料を 0.2叫

ずつ接種し． 37℃の回転培養で分離した．

2. 分離ウイルス (10382株）の細胞感受性と増殖能

試験

10382株の細胞感受性と増殖能試験は， ウイルス感染

価と赤血球凝集(HA)能を指標として以下のごとく行

なった．

すなわち． トリプシン添／JD(Difeo, I : 250, 1四／叫

添／JnlMEM液とトリプシン未添加］知ウシ血清（CS)

加MEM液を用いて．同ウイルスの10倍階段希釈（10-1.0

-10-9.0)を行ない．この各希釈液 1叫をあらかじめ，

Hanks液で 2回洗った HEp-2細胞．アカゲザル腎細

胞 (LLC-M応）． HeLa細胞． Vero細胞の各培養ガラ

スシャーレ(3.3 cm) に接種後， 37℃の 5%C02インキ

こ，ヘーターで培養し． CPEの出現を指標として感染価り

を求めるとともに．経日的に上清のHA価をも測定9し

た．また．トリプシン未添加の 1銹 FCS加維持MEM

岐 lmiで液交換したカニクイサ‘)レ初代腎租1ll胞 (MK),

ヒト胎児繊維芽細胞(HE)及ひHEAJ細胞に，10382

株を0.2叫ずつ接種し，同様にCPEとHAの出現を指

標として37℃で 7日間．回転培養を行なった．

3. 10382株のHA能試験9

10382株のニワトリ．モルモット，ミドリザル及びヒ

トO型血球などに対する 1-IA能を 4℃，室温． 37℃の温

度条件でテストした．

4. 交叉HI試験9

交叉HI試験に供した抗原は， f研から分与されたパ

ラ1, 2, 3, 4 A, 4 B型の標午株及び HEp-2細胞

と LLC-M応細胞で 2回継代した10382株の 6種，ま

た，抗血清は市販のパラ l,2,3,4A型の各抗血清

と自家製のパラ 4B型と 10382株の両抗血清（いずれも

鶏免疫血清）及び患者のペア血清である．

なお，これらの各抗血清と患者ペア血清は．いずれも

使用時｛こ RDE処理と使用印球（モルモ、ノト）による吸

収処四を行なった後．同詞験に供した．

5. 10382株のウイルス学的一般性状試験°
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10382株についてウイルス核酸．リヒ゜ド溶剖感受性，

酸(pH 3.0)感受性，溶血現象り，ノイラミニダーゼ活

性°のウイルス学的一般性状をテストした．

6. 中和抗体測定方法

中和抗体の測定は，モルモット赤血球吸祐抑制(HA

dI)試験餅によって以下のごとく行なった．定点観測時

の患者と一般健康住民から採取した被検血清をMEM培

挫液で4倍に希釈し， 56℃30分間の非働化をした後，100

TClD50／叫の10382株を等景混合した．次いで， 37℃.

1時間中和反応後， 1%FCS加維持MEM液で液交換

した 2本 (1被検血清につき）の HEp-2細胞培挫チュ

ープに 0.2叫ずつ接種し． 37℃で 7日間回転i音養した．

ウイルス対照が100HAdを示すことを確認後，全チュー

ブに 0.5％モルモット血球を添加し． HAd陰性のもの

を中和抗体陽性と判定した．

lli成績

1. 10382株の細胞感受性と増殖能およびHA能

表 1・に示した患児の髄I夜から H国p-2了：Ill胞を用いてゥ

イルス分離を行なった結果，モルモット血球にHAを示

す 10382株が分離された．しかし．この分離株は，イン

フルエンサ (AI-Io,AI-I2, AHs, B), ムンプス及ひ

パラインフルエンザ (l-3型）のいずれの抗血清でも

同定されなかったことから，このウイルスの性状を以下

のごとく詞べた．先す．最初に行なったのは， 10382株か

GMK急圃胞iこも感受性を示したことがら，各種細胞に対

する感受性と増殖能及び各種血球に対する HA能などに

ついてである．その結果，表2．に示すことく，各種細胞

に対する感受性1こついては，感受t生の｛氏がった HeLa

細胞以外，ほぽ HEp-2袖胞と同様tJ感受性力ゞみられた．

また，ウイルスの増殖能については．いずれの細胞もト

リプシン添加培養液を用いた方が．未添加培養液の場合

より恥ヽ應染価を示す傾向があり，特Iこ， HeLa細胞て

は，未添加夜の感染価が103TClD10／贔のとき祐加液

の感染価は107TClD5o／叫を示した。また， HA価につ

いても，未添加LLC-MK2細胞でHA価が8倍であ

るのに対して，添加したブ］は 128倍のHA価を示すなと，

感染価と同様の傾向を示した．次に，各種血球に対する

HA能についてテストした結果，ヒト O型血球以外，各

血球ともそれそれの属度条｛牛下で16｛音から 128倍のHA

価をかしにただし， 4℃でいニワトリ［川球、室品と37

℃でにEJレ七ット血球が最も高い 128倍のHA価を示し

た．

2. 交叉HI試験成績

表 3に示した抗原と患者ペア血泊を含む抗聞清を用い

表2. 10382株の細胞感受性と増殖能

細

組織堵

養での

増殆詣

胞

トリプシン添加
(1 μg／叫）

トリプシン未添1JO

HEp-2 I LL C-MK2 O 

＋ ＋ 

+’
 ＋ ＋ 

NT 

HeLa Vero 

＋ ＋ 

＋ ＋ ＋ 

l)アカゲザル腎細胞 2)カニクイサ）レ初代細胞 3) ヒト胎児細）i臼 4) ヒト胎児株化細胞 ＊ Not Test 

10382株の赤間球凝止能

H A 価

血 球 I o. 5 % ミドリザル 0.5 % c::..ワトリ 0.5 % モルモット | 0, 5 % ヒト（（））

温 度 I 4℃ I 室温 I 37℃ 4る口直 37℃ 4℃ 室温-「 37℃ 4 ℃ I 至温 I 37℃ 

1 0 3 8 2株 I 16 I 32 I 64 128 I 64 ! ! < s 32 128 I 128 ¥ 8 I 8 I NT" 

* Not Test 

て同試験を行なった結果，パラ I, 2, 3, 4 A型の各

抗原は，患者血消を除くと，いずれもホモ抗1(1［清によっ

てのみ抑制された。これに対して， 4B型抗原と 10382

株は両者の抗血惰で弱いながらも相互に抑制される傾向

を示したが，他の抗血清では全く抑制されなかった．

ーガ，患者血Iiiは， 3型に対して32倍の抗休価を示し

たものの， 4B型および他型に対する抗休価を示さなか

った．

3. ウイルス学的一般性状

10382株のウイルス学的一般性状試験成績と電子顕微

鏡写真を表4．と図 1．に示した．すなわち，核酸型は RN

Aであり．また，エーテル感受i生て，酸(pH 3.0) :;,f、
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表3. 交叉 H I 試 験

抗 血 清
ウ イ Jレス

Parainf. Parainf. Pararnf. Pararnf. Paramf. 10382 2 5 9 3 1 25949 
-• 1 -2 -3 4A -4B (21) (48) 

Paramf. -1 5 I 2 く32 く32 く32 く32 く32 く32 く32 

Paramf. -2 く32 5 1 2 く32 く32 く32 く32 く32 く32 

Paramf. -3 く32 く32 1 0 2 4 く32 く32 く32 3 2 3 2 

Parainf. -4 A く32 く32 く32 5 I 2 く32 く32 く32 く32 

Parainf. -4 B く32 く32 く32 く32 ~3 2 ::;;: 3 2 く32 く32 

1 0 3 8 2株 < 3 2 く32 く32 < 3 2 3 2 1 0 2 1 く32 く32 

（ ）は採取病日

安定であった．また，モルモット血球で溶血現象がみら

れるとともにノイラミニダーゼ活性も認められた．

4. 血清疫学的調査

図2．は，虹内住民の 10382株に対する中和抗体 (HA

表 4. 10382株の一般性状

dl)保有率を各年合群別にプロットしたものである．す

なわち，乳幼児の 0-3似軒では中和抗体は検出されな

いが， 4-6歳群からは50%前後の抗体保有率を示し，

就中， 16-19歳群褪80％の最も高い抗体保有率を示した．

IUDR感受性
（核酸型）

R N A 

エーテル感受‘『L| pI[3 0安定訊験 溶血現象 赤血球凝集fig |ノイラミニダーセ店性

感受性 I 不安定 I + + I + 

図1.

100nm 

図 2. 10382株1こ文寸する年令り1J中和抗休保有率ハターン

（秋田県： 1980年，被検血清〔100〕）

雷

抗

沐

保 50

有

率

(1-3 4ーも 7 9 10--15 Iii I!_I 20-29 

’’; 

,0→9 5 ~i亨i'〇―

IV 考察

1980年10)J，表 1．にぷした乳児患者の髄液からHEp-

2細胞を用いて分離した 10382株は，優劣はあるものの，

川いた細胞の全てに感翠性を示し，特に，トリプシン添

加によりウイ）レス増殖能力ゞ高くなる傾向が観察された．

また，各種血球に対するHA能については，ヒト O型血

球を除く他の血球では，温度条件により異なるものの，

16｛音かこ 128化のHA価を示し，特に，モルモ｀ット血球

などに対してい均いHAf舌忙1を示しt.::.これらの鱈果お

よびインフルエンザ抗血清やムンプス抗血清で抑制され

なかコたことか：），パライ‘ノフルエンザウイルスと想定

し，次の交叉HI試験を行／よった．そり）砧果， 10382株

はバラ I, 2, 3, 4 A型の各抗血清では全く抑制され
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なかったが，抗4B型血清でわずかに抑制されるととも

に，パラ 4B型抗原も抗 10382血清でわずかに抑制され

るような傾向を示した．しかし，用いたパラ 4B型の抗

原及びホモ抗血清の力価かいすれも低かったこと，およ

び患者ペア血清がパラ 4B型に対する有意抗体価上昇を

示さなかったことから， 10382株をパラ 4B型ウイルス

であると最終決定するまでに至らなかった．

なお， 3型に対する抗体は，篠崎たち 1的が述べている

ように，出生直後より高率にみられ，生後7-8カ月ま

でに低下する母体由来の受動抗体と思われた．このよう

に，交叉HI試験では， 10382ウイルスがパラ 4B型ら

しいことが分ったが，最終決定することができなかった

ことから， 10382株がパラインフルエンザウイルスの性

状を有しているか否かについて，形態学的観察も含めて，

検討を行なった．表 4．に示した成績は，パラインフル

エンザウイルスと1ぃ｝様の性状を示し，また，電子罪微

鏡による観察でもパラミキソウイ）レス科に属すると考

えられる形態像を示した．このような成績から，眼球

運動失凋症から分離されたウイルスかパラ 4B型ウイ 1レ

スらしいことかはほ判明したので，次のステップとして，

同4B型ウイルスの疫学に関する文献調査と 10382株の

血清疫学的調査を試みた．先す，パラ 4B型に関する内

外の疫芋調査成組の報告数は，パラ 1, 2, 3型と買な

り，少なかったが，分離例としては， Gardnerたちりが

咽顕炎，熱性けいれん，気管支炎などから，また，西）ll

たち］か急性熱性疾患なとの患者から分離したことを報

告している．―方，血清疫学的調査については，Killgore

たち， Gardner,遠藤たちが報告しているが，図 3．に示

したのは予研の西川が臨床とウイルスに報告10したもの

をアレンジしたものである．この図からみると， 3歳を

過ぎた頃から抗体保有率が高くなる．すなわち， 3歳前

後から 4B型ウイルスの感染機会が高くなる傾向かみら

れた．

図 3．パラインフルエンザ 4Bの

年令別抗体保有率パターン

富
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有
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令

一方，我々 （ま， 10382株を用いて県内住民の中和抗体

保有状況を調査した．その結果， 0-3歳群に抗体保有

がみられない力ゞ ， 4-6歳群から50%の抗体保有率を示

し，先ほどの Gardnerたちの中和抗体成納と類以した

傾向がみられた．このようにして分離された 10382株が，

パラインフルエンザ 4B型ウイルスであるとほぼ決定す

ることかてきた．

v総括

1980年10月，眼球運動失調症罹患乳児（脳性麻痺とて

んかんを合併）から分離されたパラインフルエンザ様ウ

イ）レス (10382株）についてウイルス学的． If[l清学的及

ひ血清疫学的検討を行なった結果，以下の成績を得た．

1)既知の抗インフルエンザウイルス (AHo,AHぃ

AH2, A Ha, B），抗ムンプスなどの抗薗l内で抑制さ

れなかった力ゞ ， GMKやHEp-2斎旧胞などでよく増殆

した．

2)パラインフルエンザ l,2,3,4A,41:l型との

交叉HI試験を行なった結果， 4B型との間に弱い交

叉抑制がみられたが， 4B型と最終同定することがで

きなかった（う

3) しかし． 10382株のウイルス学的性状と形態学的仇

状をしらべた結果，核酸型はRNAであり，また，エ

ーテル感受l生で，酸 CpH 3.0)不安定などの外に，

溶血現象やノイラミニグーゼ／舌性ばども忍められ，ハ

ラインフルエンザウイルスの性状を示した．

4)また， 10382株に対する県内住民の中和抗体保有状

凡では， 4-6歳群で約50%,16-19歳群て80彩の保

有率を示し，この年令別保有分布は Gardnerたち（

1969年）が行なったパラインフルエンザ4B型中和抗

体保有成績と類以した傾向がみられた．

5) これらの成績を総合することによって，分離された

10382株が，パラインフルエンザ 4B型ウイルスであ

るとほは決定すること力ゞできた．

稿を終える！こ当たり，御指導いたtごきました山形大学

医学部細菌学教室の本間守男教授，田代真人先生ならび ， 

に御協力下さいました秋田赤十字防読小児科のりU賀谷礼

子先生に深内いたします．

なお，本文の要旨は昭和56年9月第35回日本細菌学会

東北支部総会（秋田古）で発表した．
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