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下痢症に関するウイルス学的研究（第 5報）
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I 諸言

昭和51年度より

その成績について報告 I)'jふ

たにCampylobacterjejuniの分離を併用すると共に，

MA--104細胞にTrypsin添加と回転培筵法の組み合せ

で，下痢症患者災便からのHumanRotavirusの検出を

試みた．本報では，これらの成績も含めて，本年度の成

紬を報告する．

rr 材料と方法

A 被検材料

1 56年度採取0)渋便材料

猷の多少にかかわらず56年度病原微生物定点観測凋査

で採取された党便材料は， 56作4月から57年 3)Jまて総

数97検体である．臨床診断名は，下痢症，述冒性下痢症，

流行性―卜痢症，大腸炎，乳児ド痢症，枢吐下痢症，ウイ

ルス性ド痢症であるか，下痢前に咽頭炎または犀桃炎を

ともなった茄例も一部入っている． 97検体中，MA 104 

細胞によるHumanRotavirusの分離対象としたのは56

仕 9月から57年 3月まてに採取した55検体の羹便材料て

ある．検体は採取後使用時まてー70℃に保存した．

2. 5,1, 55什採取の禿便材料

54年11月保育所て発生した乳児下痢症便 1検体 (No.87

51),及び56作 1月から 3月まて紅採取した 9検体の合
f i| ]0検体で，前報の R-PHAでいずれもRot旦virus

陽性と判定された糞便材料てある．これらの検体は採取

後8カ月以上--20℃に保存されていた．

3. SA-11ウイルスと抗SA-11血刈

免疫血泊0)抗体価測定にはMA-104細胞に馴化した

SA-11ウイルスをHlいた．同株は予研，腸内ウイルス

部の原博士より分与を受けた．抗SA-ll印泊は前幸l}v 

と1.hlじものである．

4. 免疫血清の竹製

54年， 55{•ドに採取され， Human Rotavirus阻性と'j'.lj

定された10検体中 7検体の党便からBishupら の方法て

粕製されたウイルス粒子をインコンプリートアシュハン

トとともにモルモットに免疫して作製した{}・ 

＊秋田県衛生科学研究所

原田誠三郎＊

森田盛大＊

B.実験方法

1、 ウイルス分離I司定

MA.. -104細胞を用いたHumanRotavirusの分離方

法はSatoら祉の方法に準じた．概略は図 1．！こ示した．同

定には前述した糞便中の粒子を免疫して得た抗 15288血

清を用いた．その他のウイ）レス分離同定は初代サ）レ腎珀

胞， HEAJ（人由来）， HE （人由来）細胞を用いて

既報〗［こ準して行なった．
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ロ再心遊（マイナス PBS0.5ml) 三G` 5分

上清

I 
0. 4叫

十50μg Trypsin ¥l叫
添加

37℃恒品槽， 30分

I 
MA--104細胞試験管

0.2 mLJ謬

I 
37℃,60分吸祐

[NIEM 1叫てり算

0.5図 Trypsin/JnMEM

37℃回転培設

図 l． 入ロタウイルス分離法
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2. 病原細菌の分離，同定

既報りに準じて行なった． C,jejun]の分離はSkirro-

Wの培地を用い，輸送．保存にはCary-Blairの培地を

用いたり・

3 中和交又試験

培養4日目のMA-104細胞をマイナス PBSで2回，

MEMで 1回合計 3回洗浄後， Trypsin(Sigma社ty-

pe IX) 0. 5 μ g／叫を添加したMEM@を維持液とし

て1.0叫分注した．中和反応は免疫血清の 4倍段階希釈

液と各ウイルスの 100TCID50 / 0. 1叫を等鼠混合し，

37℃の恒温槽内で60分間反応させたのち．各段階希釈液

当り 2本の細胞培養試験管に 0.2叫すつ接種し， 37℃で

回転培養を行なった．判定はウイルス対照が30~300T 

CID50/ 0.1叫の力価を示したとき行った．

4． 交又吸収試験

MA-104細胞にて増殖させた 15288株と 15491株の

如租上清を 100,000G90分間遠心後，このペレットを更

に45%Sucrosecushionにかけて， 150,000G90分間遠

心したベレットを吸収抗原とした．抗体は党便粒子抗原

で免疫した抗 15288 (homo抗体価 2048倍），抗 15491

(homo抗体価4096倍）の 0.3吼L(1 : 4希釈， 56℃30

分間不活化）と吸収抗原 0.3叫を37℃の恒温槽中で 120

分間反応させてから， 4゚Cで一夜放岡後，＇ 15彩Sucrose

cushion 4叫にのせ 150,000G90分間遠心した上清（ 5

CNチューブの「部 1/3)の中和抗沐価を測定しに．

5. I • D • D法

前報りに準じ，抗SA-11モ）レモ‘ノト血1盲を用いて行

った．

(5オ児）採取の糞便から AdenovirusとC.jejuniの

2種類の病原か分離された．また， 57年］月 (11オ児）

の糞便からは Rotavirus,咽頭ぬぐい液からInfluenza

B型が分離された．このような症例では血清学的検査も

併用するなど病原診断に慎重をきした．

B. Human Rotavirusの分離成績

R-PHAでRotavirus陽性と判定された糞便につ

いて， MA-104細胞での分龍成飴は表 1．の通りであっ

た．すなわち， 54年の検体No.8754の患者のペア血清はH-

um an Rota virusを抗原としたCF反応及びSA-11 

を抗原とした中和反応で有意抗体上昇を示し，また I.

D・Dでも陽性であったが，その哭便からはMA-104

細胞でCPEはgentか分離されなかった．一方， 55年採

取の 9検体中 4検体から CPE agentが分随され，抗s
A-111(Tl心と抗 15288血清との反応態度からRotavirus 

と同定された． CPEは3~6代の自継代で出現した．

分離された患者の年令は生後 2月， 8月， ］オ， 2オて

あった．

図2. 月別病原別分離率
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成 績

A.下痢症便からの病原分離成績

英便97検｛本からの下痢症病原体の分離成組を月別，病

原別に図 2．に示した．すなわち．組織培養で分離された

Adenovirusは7)lが多く 6~12月にがけて｛ま散発的に

分離された． C.jejuniは 4~6月が多く．この時期にお

ける下痢症の主なる病原体と惟定されに．一方分離され

たEnterovirusは7月Echo-14, 8月Cox.B-2, 3 

月はPolioillであった． Salmonellaは7JJ区 licthfie-

ld, 10月はS.typhimurumであった． Rotavirusは

1 ~3月の冬期にのみ分離された一答月の訪原分藩率は

6月が85.7％と最高で， C.jejuniと Adenovirusが検

出された．しかし11月は 167%, 12月は20望と，一般に

11月から 2月にかけて低率であった．すなわち，春から

夏にかけてC.jejuni,夏期は巳nterovirusとSalmone-

lla,冬期はRotavirus)りゞ 分離されたのに対して， Ade-

no virusは通年分離される傾向にあった．一方56{「9月
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56年度に採取された55検体中］］検体が Rotavirus陽

性で，そのうち 3検体が I• D • Dで陽性を示した（表

2). MA-104細胞で分離された 7株は 2~10代の盲

継代で CPEを示した． 9~10代で初めてCPEを示

した検体の患者年令は12オ， 11オであった．多くは 2~

5代の継代で Rotavirusか分離され．年令も生後 8月か

ら3オまでであった． 9月から Rotavirusの分離を実

施したが．分離陽i生時期は 1~3月に限定された．

一方， Trypsin添加条件で分離されたHumanRota 

virusをTrypsn未添加培地で培養すると， 2~3代後に

CPEは出現しなくなる傾向があった．しかし一度分離

されたRotavirusは10μg／叫のTrypsin処理を施さなく

とも， 0.5μg／叫のTrypsinを添加した維持液で継代可

能であった．

表1. MA-104細胞による HumanRotavirusの検出 (54• 55年度）

検体番号 氏 名 年令 性 地 域 採取年月円 CPE R-PHA** I • D • D 

8、75 4 0 • H* 3 女 秋 田 5 4. 11. 2 6 ＋ ＋ 

1 5 2 3 2 H•S 10 ‘‘ II 56. 1. 26 ＋ ＋ 

1 5 2 8 7 U•T lOM ’’ " 56. 2 ， ＋ ＋ 

1 5 2 8 8 M•U 8M 男 9/ 99 ＋ ＋ 十

1 5 2 9 0 M • S 6M II A9 

‘’ ＋ 

1 5 2 9 6 H・Y  1 ‘’ 大 館 ‘’ ＋ ＋ ＋ 

1 5 3 4 3 T•T 4 ‘’ 秋 田 56. 2 2 3 -f- ＋ 

1 5 4 6 8 K・K  7M 女 I/ 56, 3, 9 -t ＋ 

1 5 4 9 0 H・K  2 ‘’ 大 館 II ＋ ＋ ＋ 

1 5 4 9 1 T • S 2M 男 II II ＋ ＋ ＋ 

* Human Rotavirusによる CF及びSA-11による中和で有意の拡体上昇をぷした。

＊＊大阪目黒研からの試供品 (NCDVを用いている）

表2. MA-104細胞による HumanRotavirusの検出 (56年度）

検体番号「氏 名 |{□~I 性

1 6 7 6 3ロロM1男
16800 I K•R l8Ml11 

1 6 8 0 3 

1 6 8 2 3 

1 6 8 3 3 

1 6 8 6 2 

1 6 8 6 7 

1 6 9 2 6 

1 6 9 7 3 

1 6 9 8 7 

K•T 

W•R 

K • D 

U•K 

M•Y 

H・M  

N•T 

s. s 

1 1” 

11 女

8M 男

1

3

 

女

男
1
2
1
 8M 1"  

17098 ! F・S 

* MA-104細胞でCPEが出現した継代数

2 I II 

地 域

秋田

II 

館

田
大

秋

’’ 

” 

採取年月日
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1
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表3. Rotavirusの交叉中和試験

抗 血 清 （モルモット）
ウイルス

8754 15288 154 90 15491 15232 15343 15287 SA-11 

SA-11 
く4* く4 く4 く4 く4 く4 く4 く4

64* 1024 2048 1024 く4 く4 く4 1>400,0001 

15288 1024 I 204s I 2048 512 n • t** n • t n • t 4096 

15490 2048 >4096 I 409 6 I 512 n • t n • t n • t n • t 

15491 4096 >4096 > 409 6 I 40 96 I n • t n • t n • t 4096 

15296 512 1024 1024 512 n • t n • t n • t n • t 
-------------------------------------------------------------------------------------------------------•---”---•• ----”--..一―--------•----

16867 >4096 >4096 >4096 512 n • t n • t n • t n • t 

16833 2048 512 2048 512 n • t n • t n • t n • t 

＊ 上段は免疫前，下段は免疫後 ** not tested 

C.交又中和試験と交又吸収試験成績

SA-11株， 55年度分離株， 56年度分離株の一部と，

R-PHAで陽性を示したNo.8754, 15288, 15490, 

154~1. 15232, 15343, 15287の各免疫血清との交又中和試

験成績は表 3．に示したとおりであった．すなわち．作成

された免疫血清の SA-11株に対する中和抗体価を測定

した結果，抗8754，抗15288，抗15490，抗15491には中和抗体

が検出されたが，抗15232，抗15343，抗15287には検出され

なかった．抗SA-11血清はhomoで40万倍以上の抗体

価を示したが，上述の分離株に対してはVlOOの4,000

倍程度の抗体価であった．次に，分離株と抗血清との反

応をみると，抗 15491血清のみがhomoで4096倍， he-

teroで512倍と 1/8の差を示し，他の分離株との間に

差が存在するような成績が得られたので．抗 15288血清

と抗 15491血清の各々に対し，超遠心処理した吸収抗原

15288と15491で吸収後． 15288株と 15491株で抗体価

表4. 交又吸収試験

15288 15491 

15288 15491 15288 15491 

15288 *** 
(8.5) 8 8 8 8 

15491 256 64 64 32 (7.5) 

対 照 256 64 256 64 

＊ 中和抗原

＊＊ 免疫血液

＊＊＊吸収抗原の感染価 TCID().5/().1ml

を測定した成績を表4．に示した．すなわち， 15288抗原

による吸収ではhomoで256倍から 8倍と 1/32に，ま

たhetero(15491血清）では64倍から 8倍の 1/8にそ

れぞれ減少した．このときの吸収抗原の抗原価は108.5T

CI D50/ 0.1叫であった．一方， 15491抗原で吸収し

た場合は著明な吸収効果は認められなかった．これは吸

収抗原の力価が1015TC I D50/ 0. 1叫とonelog低地

であったことに原因するのかも知れないと考えられた．

したがってこの成績から， 15288株と 15491株の間に抗

原構造上の差があり，異なる Serotypeである，という

結論は得られなかった．

IV 考察

下痢症の病原として細菌性ではSalmonella菌や病原

大腸菌が分離されてきたじりが，春から夏に発生する下

痢症の多くは不明であった．しかし，今回の調査によっ

て． C.jejuniがこの時期の主要な病原体であることがわ

かった．一方， 11~2月にかけての病原検出率は低かっ

た。県内で下痢症から検出された小形粒子は50年12月大

曲市の例 3.55年2月大館市の例いであり，さらに51~

52年度の調査成績＂でも小形粒子は 12~1月に検出され

た．このことから．この時期の検体については電顕を用

いたウイルス検索が必要と考えられた．

また． R-PHA及び I• D • Dで陽性であった糞便

材料No.8754はMA_104細胞にCPEを示さなかったが，

これは約 2年間のー20℃保存でウイルスが不活化された

か，あるいはMA-104細胞にCPEを出現させないR-

otavirusのいずれかと考えられた．一方， 55年度に採取

し， 8ヶ月間ー20℃に凍結保存した 9検体中 4検体のみ
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がRotavirus分離陽性であったか，この 9検体すべてか

R-PHA陽性の材料であったことから， MA-104細

胞に感受性を示さないHumanRotavirusの存在が示唆

される．

一方， Trypsin添加はRotavirusの分離に微妙に影響

している．各研究者によりTrypsinの添加濃度はまちま

ちであるが，著者らは Sigma社のTrypisintypelXを

用い，糞便抽出液処理には最終濃度lQμg/mし，また維持

MEM~ には 0. 5 μg/mLの濃度に添加した．こうしたT-

rypsin処理添加で分離されたHumanRotavirusはTr-

ypsin未添加培地ではCPEを指椋とした長い継代は不

可能であったが， 0.5 /tg/ml濃度のTrypsin添加培地て

は容易に継代が可能であ•一；た．

また盲継代数とウイルス分離陽性者の年令との関係を

みると， 3オ以下では 6代までに明瞭なCPEを示すが，

年令が11オ， 12オ児では 9~10代の継代が必要であった．

この傾向はUrasawaらlWの分離例でも認められている

が，傾向として一般的なのか，あるいは使用しているT-

rypsin濃度などに左右されているのか， Trypsinの作用

機序ともあわせ，興l沫ある現象と考えられた．

Human RotavirusはJAHA,ELISAでSubgroup

type 1とtype2 l@分けられ， また中和で 3つに分けら

れており，また佐藤ら＂は人由米株間の交差中和試験か

ら少なくとも， 4つ以上の血清型又は亜型の存在を示唆

している．

交又吸収試験によってSerotypingが可能と考え，実施

したが吸収に用いた一方の吸収抗原のtiterがonelog低

かったことから，関連抗体を吸収しきれなかったと考え

られる． 20倍以上の抗休価の差をもって異なるSeroty-

peとすべきだとする研究者もおり，現時点では，我々か

分離同定したHumanRota virusは血清学的に同ーなSc

ro typeではないかと椎定している．人をはじめ，動初

間に侵襲するRotavii;usも相互にかなりの交差がみられ

ており， HumanRotavirusが分離培養されるまでは，

牛Rotavirus (NC D V)を用いHumanRotaviru廷

研究が行われてきたが，今後人型Rotavirusを用いるこ

とによって疫学あるいは臨床診断で詳細かつ適確な調査

研究が行われるものと考えられる．

IV 結論

1. Campylobactcr j c j uniは春から夏にかけて発」—

する下痢症病原体として重要である．

2. MA-104細胞で感受性を示さないHumanRo-

ta virusの存在が示唆された．

3. 患者の年令が長ずるにつれウイルス分離陽性まで

の継代歴が増す傾向にあった．

4. Trypsin添加で分離されたHuman Rota virus 

は10μg/111,L処理をせずとも 0.5μg/ml(J')Trypsin添加

培地で継代可能である． ． 

5. 15288抗原による吸収ではhomoで 1/32, he-

teroで 1/ 8にそれぞれ抗体価は減少した．
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