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緒 言

インフ ルエ ンザ ウ イルスの 患者 材料 か らの分

離や プ ラー ク定 量 な どに用 い られて 来た種 々 の

初 代 お よび株 化 細胞 が あ る.そ の中, Gaushお

よびSmith1)は イ ヌ腎由来の株化細 胞(MDCK)

が幾つ か のA型 お よびB型 株 のプラー ク定量 に

用 い うるこ とを示 した.

1975年 飛 田 ら2),3)は本細胞 は トリプ シン加 培 養

液 を用 い る こ とに よ り, A型 ・各亜 型各種 お よ

びB型 ・各株,全 般 に よ り効率 よ くプ ラー クを

形成す るこ と報 告 した.以 来本 細胞 を用 い ての

患者材 料か らのウ イル ス分離 が 試み られ,そ の

分離率 は これ まで の発育 鶏卵 培養 法4)に 匹適 し

た5)～7).

この よ うなMDCK細 胞 の イ ンフルエ ンザ ウ

イル スに対 す る高 い感受 性 は培 養基 に馴 化 して

い ない患者 材料 や分 離 当初 の株 中 の本 ウ イル ス

のプ ラー ク ・クロー ニ ン グに応 用 出来 る.従 っ

て 自然界 で現 に流行 中の本 ウ イル スの諸 性状 を

直接 クロー ン単 位 で調べ る こ とが可 能 で ある.

筆者 は上 述 のMDCK細 胞 の特性 に着 目し,

岡山 県下 での1973年 か ら1977年 の 間の分 離 当初

のB型 株 よ り本 細胞 に よるプ ラー ク ・クロー ニ

ン グを行 い,諸 性状 の 内HA抗 原性 につ いて の

検 討 を試み た.ま た1973年, 1977年 両年 の代表

的 な流行 型 を抗 血清 存在 下 に継代 培 養 し,in vi

troで のHA抗 原 の変 異性 につ い ての検 討 も併

せ 行 った.

実験 材料 並 び に実験 方法

1)ウ イル ス株

岡 山県下 で の1973年 か ら1977年 の 間に於 て,

集 団かぜ 発 生施 設 の患 者 か ら分離 され た9株 の

B型 株 をプ ラー ク ・クロー ニ ングに供 した. 1973

年-74年 の5株 は 発育 鶏 卵, 1977年 の4株 はM

DCK細 胞に よるそれ ぞれ 培養 初代 の 分離 株 で あ

る.抗 血 清存 在下 継代 培 養実 験 に は以下 の 株 を

用 い た.す なわ ち両年 の 代表 的 な流行 型 であ り,

且 つ その 後の ワ クチ ン株 に採 用 されたB/岐 阜/

2/73株 お よびB/神 奈 川/3/76株(以 下 それ ぞ

れ岐阜 株,神 奈 川株 と略 す)を 使用 した.

2)プ ラー ク ・クロー ニ ング

使 用細 胞 は国 立公 衆衛 生 院 よ り分 与 され たイ

ヌ 腎由来 の株 化 継代 細 胞(MDCK)で あ る.細 胞

の調 製 お よび プ ラー ク法 の 手 技は飛 田2)の 方 法

に準 拠 した.次 で毛 細 管 ピペ ッ トを用 い て各検

体 につ き30～50個 のプ ラー クよ りクロー ニ ン グ

し, 1mlの0.2% BA加, PBS(+)に 採 取 し

た.そ の0.1mlをPBS(+)で3回 洗浄 したMD

CK単 層チ ューブ に接種 し, 34℃, 30分 間放 置

後1mlの 維持 液2)を加 え, 34℃ に静 置 した.細
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胞 変性(以 下CPEと 略 す)が 最 大 に な った時 培

養 液 を採 取 し, 3,000rpm, 5分 間 の遠 心上 清 を

抗 原 分析 に供 した.

3)抗 血清 存在 下培 養 法

岐 阜株 お よび神 奈 川株 をMDCK細 胞 に よ る

プ ラー ク法 で2度 クロー ン純 化後,チ ュー ブ法

で1代 増 殖 した ウ イル ス(親 ウ イル ス, OG)の

一 定 量 をMDCK単 層チ ュー ブに 接種 した.次

で34℃, 30分 間放 置 後, 2倍 階段希 釈 ホモ抗 血

清(ラ ッ ト免 疫血 清 をRDEで 処理 後 ニ ワ トリ

赤 血球 で吸収 した もの,以 下 の抗 血清 も同様 の

処 理 を行 った.)を 添加 し, 34℃ に 静 置 した.抗

血 清 無添加 の対照 に 比 し8～24時 間遅 れ てCPE

が最 大 となるチュー ブより培養 液 を採取 し,以後 同

様 に10代 まで継代培養 を行 った.ま た5代 目および

10代 目よ り各30ク ロー ン を分 離 し,以 下 の実験

に供 した.

4)抗 原分 析

抗 原分 析 はマ イ クロ法 に よ る赤 血球凝 集 抑制

(以下HIと 略 す)試 験 で行 った.分 離 株 よ り得

た クロー ンウ イル ス の抗 原分析 に は岐阜 お よび

神 奈 川マ ウス抗血 清 を,抗 血 清存在 下 継代 培養

5代 目, 10代 目お よび これ らよ り得 た クロー ン

ウ イル スにつ い ては岐阜 お よび神 奈 川 ラ ッ ト抗

血 清 を用 い た.

実 験 成 績

1)分 離 株 の クロー ン解析

(1) 1973年 分 離株 クロー ンのHA抗 原性

供 試 株 のHA抗 原性 は表1に 示す 如 くで,岐

阜 株類 似 の4株(No. 1～No. 4)か ら得 た各50

ク ロー ンのHI試 験 を行 った(図1). No. 2, No. 

3由 来 の クロー ンはす べ て岐 阜株 類 似 であ った.

しか しなが らNo. 1お よびNo. 4由 来 の クロー

ンは種 々異 な るHI価 を示 し,岐 阜 株類 似 の ク

ロー ンの他,両 抗 血清 に 同価 を示 す ものや 神 奈

川株 類似 の クロー ンが 混在 した.

(2) 1974年 分 離株 クロー ンのHA抗 原性

B/ホ ン コン/72型8)の 流行 末期 の分離株(表1,

 No. 5)は 神 奈 川株 と同一 のHA抗 原性 を示 す.

これ よ り得 た50ク ロー は 図2示 す 如 く,両 抗血

清 に対 して非常 に 巾広 いHI価 を示 し,神 奈 川

株類 似 の もの 以外 に数 種類 の神 奈 川変 異 クロー

ンが混 在 した.

(3)ク ロー ン ウイル スのHA抗 原性 の安 定性

No. 1, No. 4お よびNo. 5由 来 の クロー ンは

多彩 なHA抗 原性 を示 した.更 に これ らの抗 原

性 が安 定 した性 状 か否 か を調べ る ため,各 々 よ

り抗 原性 の 異 な る5～6ク ロー ン を選 び,チ ュ

ー ブ法 で5代 継代 培養 後 のHI価 を測 定 した
.

表1　 供 試株のHA抗 原性

※1 HI抗 体価
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図1　 1973年 分 離 株 ク ロー ンのHI試 験

表2に 示 す如 く, 16ク ロー ンの1代 目 と5代 目

はすべ て両抗 血 清 に同価 を示 す こ とよ り,各 ク

ロー ンのHA抗 原性 は遺 伝 的 に安 定 な性 状 と考

え られ た.

図2　 1974年 分 離株 クロー ンのHI試 験

表2　 No. 1, No. 4お よびNo. 5由 来 ク ロー ン の5

継 代 後 のHI試 験

※1 継代数　 ※2 HI抗 体価

(4)ク ロー ンウ イル スの 増殖 能

No. 5よ り得 た神 奈 川株 類似 クロー ンの 多 く

は大 プ ラー ク(直 径1.5～2.5mm),変 異 クロー ン

はす べ て小 プ ラー ク(直 径1.0mm以 下)由 来 で
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表3　 No. 5由 来 クロー ンの継代歴に よるプラー ク

サ イズおよびウイルス産生量

※1 継代 数

※2 直径1.5～2.5mm

※3 直径1.0mm以 下

あ った.そ こ で両 者 の増 殖能 を検 討す るため,

抗 原性 の安定 性 を調べ た6ク ロー ンにつ い て,

継代 培養 に よるプ ラー クサ イ ズ とウイル ス産 生

量(以 下PFUと 略 す)を 測定 し,表3に 示 した.

各 クロー ンの プラー クサ イ ズは5代 継 代 後 も変

化が な く,神 奈 川株類 似 クロー ンは大 プラー ク

を,変 異 クロー ンは小 プ ラー クを形成 した. PF

Uは プ ラー クサ イ ズ とよ く相 関 し,ま た継代 歴

に関係 な くほぼ一 定 の値 を示 した.従 って プ ラ

ー クサ イ ズ とPFUを 指 標 とした神奈 川 株類 似

クロー ン と変 異 クロー ンの増 殖能 に は明 らか な

差 異 が認 め られ,且 つ それは 遺伝 的 に安 定 な性

状 と考 え られ た.

(5) 1977年 分 離株 ク ロー ンのHA抗 原性

1977年 の4株(表1, No. 6～No. 9)は 神 奈

川 株類 似 のHA抗 原性 を示 す.こ の4株 よ り得

た 各30ク ロー ンは すべ て神 奈 川株 類似 で,変 異

クロー ンの混在 は 認め られ なか った.次 で この

4株 を神 奈 川抗 血 清で 中和 後, PFUが10-4以

下 に減少 す るdishよ り各30ク ロー ンを分 離 し,

 HI試 験 に供 した.図3に 示 す如 く, No. 7へ

No. 9由 来の クロー ンはす べ て神 奈 川株 類似 で あ

った.し か しNo. 6よ り得 た クロー ン中 に1例

では あ るが大 プ ラー ク由来 の岐 阜変 異 クロー ン

が 混在 した.

図3　 1977年 分 離 株 ク ロー ンのHI試 験

(6)変 異 ク ロー ンの交 叉HI試 験

NO. 5, No. 6よ り得 た神 奈 川お よび岐阜 変異

クロー ンの よ り詳細 なHA抗 原 性 を調べ るため,

クロー ンNo. 505, 506お よび601(岐 阜変 異 ク

ロー ン)の ラ ッ ト免 疫 血清 を作 成 し,神 奈 川株,

岐 阜株 との交 叉HI試 験 を行 っ た(表4). 505と

506は 神 奈 川, 505,岐 阜 お よび601抗 血 清に対

して はほ ぼ 同価 を示 した.し か し506抗 血清 で
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表4　 変異 クローンの交叉HI試 験

※1 HI抗 体価

表5　 抗血清存在下継代培養5代 目および10代 目の

HI試 験

※1 抗血清存在下継代数　 ※2 HI抗 体価

表6　 抗血清存在下継代培養5代 目および10代 目由

来 クロー ンのHI試 験

※1 抗血清存在下継代数　 ※2 クロー ン数

は ホモが1024倍 に対 し, 505は32倍 以下 であ っ

た.従 って両者 のHA抗 原性 には大 きな差 異が

認め られ た.ま た神 奈 川株 は505抗 血清 では ホ

モ と同価 を示 す の に対 し, 506抗 血清 で は32倍 以

下 で あ るこ とよ り, 505は 抗 原域 の広 い, 506は

狭 い ウイル ス であ るこ とが示 唆 され た.

一 方601に つ いては
,岐 阜 株 との表 裏 のHI価

の比 較か ら,岐 阜 株 よ りも抗 原域 が広 か った.

また岐阜 株が505お よび506抗 血清 で抑制 され な

いの に対 し, 601は 両 抗 血清 で の交 叉が 認め ら

れ た.

表7　 岐阜および神奈川変異 クロー ンの5代 継代後

のHI試 験

※1 継代数　 ※2 HI抗 体価

図4　 B型 ウイルスの年次変化模式図

2)抗 血 清 存在 下継 代 培養 成 績

(1) 5代 目お よび10代 目のHA抗 原性

岐阜 お よ び神奈 川 クロー ン をホ モ抗血 清 存在

下 に継 代培 養 し, 5代 目と10代 目につ いてHI

試 験 を行 っ た(表5).ホ モ抗 血 清 に対す る親 ウ

イル ス との比 較 では,岐 阜 クロー ンは5代 目で

1/2, 10代 目で1/32を 示 した.ま た神 奈川 クロ

ー ンは5代 目で 同価
, 10代 目で1/4のHI価 を示
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した.一 方 ヘ テ ロ抗 血 清 に対 して は両 者共 に5

代 目以 後交 叉 は認 め られ なか った.

(2) 5代 目お よび10代 目より得た クロー ンウ イ

ル スのHA抗 原性

5代 目お よび10代 目に おけ る クロー ン単 位 で

のHA抗 原性 を検 討す るため,各30ク ロー ン を

分 離 し, HI試 験 を行 った(表6).親 ウイルスの

HI価 に 比 し,岐 阜5G中 に は1/4,神 奈 川10G

中に は1/8低 いクロー ンが存在 した.一 方 これ ら

の ヘ テ ロ抗 血 清に 対す る成 績 は略 したが,い ず

れ も32倍 以下 で,分 離 株 中に 混在 したへ テ ロ型

クロー ンは検 出 され なか った.

(3)ク ロー ン ウイル スのHA抗 原性 の安 定性

岐阜5Gお よび10G,神 奈 川10G中 の変 異 ク

ロー ンのHA抗 原性 が安 定 した性状 か 否か を調

べ るため,抗 原性 の 異な る各2ク ロー ンを選 ん

だ.そ してチ ュー ブ法 で5代 継 代培 養 後のHI

価 を測定 した.表7に 示す 如 く,各 ク ロー ンの

1代 目 と5代 目は 両抗 血清 に 同価 を示 した.す

なわ ち分 離株 中の クロー ン と同様 そのHA抗 原

性 は 遺伝 的に安 定 な性 状 と考 え られ た.

以上 の 結果 を総 括 し,模 式 図で示 せ ば 図4の

如 くで あ る.

考 察

イ ンフルエ ンザ ウイル スに対 す るMDCK細

胞 の 発育鶏 卵 に匹 適す る高 い感 受性2)～7)に着 目

し,以 下 の実 験 を行 った.す なわ ちis mutant9),

遺 伝 子欠 損 ウ イルス10),組 み換 え ウイル ス11)の

作 出 な ど,主 に遺伝 学 的研 究 に利 用 され て来 た

ブ ラー ク ・ク ロー ニ ン グの手 法 を分離 初代 株 に

応 用 した.そ して インフ ルエ ンザ ウイル スの諸

性状 の内,流 行 の 度 に常 に問 題 とな るHA抗 原

性 につ い て検討 した.

1973年 の岐阜 型4分 離株 中2株 由来 の クロー

ンウ イル スは遺 伝 的 に安 定 な種 々 異 な るHA抗

原性 を有 した.こ の こ とは同年 の 流行 型が 多彩

で あ った こ とを示す と共 に,人 の咽 喉頭 部位 で

増 殖 した イン フルエ ンザ ウ イルス のHA抗 原性

は決 して均一 では な いこ とを示 唆 してい る.更

に この2株 中に 神奈 川株 類似 クロー ンが混 在 し,

 1977年 の 流行 型 を1973年 の分 離 株 中に 見 い出 し

た.こ の事 実 は現 在 まで他 に報 告が な く,ま た

分 離初代 株 の クロー ン解析 に よ り,将 来の 流行

型 の検 出 ・予 測が 可能 とな るか もしれ な い.

1974年 の 分 離株 由来 の クロー ン ウ イル ス も同

様 に遺伝 的 に安 定 な種 々 異 な るHA抗 原性 を示

した.ま た神 奈川 株 と同一 ない し類似 の抗 原性

を有す る もの 以外 に数 種類 の変 異 ク ロー ンが混

在 した.神 奈 川株 は1976年2月 の分 離株 で,同

年4月 石 川 県 で同一 ウ イル スの, 4月 か ら5月

に かけ て大 阪 お よび愛 知 で類 似 ウ イル スの分 離

報告12)が あ る.筆 者 は神奈 川 株 と同一 のHA抗

原性 を有す るウ イル ス をB/ホ ン コン/72型 の 流

行 末期 に,且 つ 遺伝 的 に安 定 な クロー ンウ イル

ス として分 離 し得 た.

岐 阜 株 を基準 とした場合,神 奈 川株 類似 クロ

ー ンに 比 し神 奈川 変異 クロー ン の変 異度 が大 き

く,後 者が 流行 型 とな りや す い.一 方 プ ラー ク

サ イ ズ とPFUを 指 標 と した増殖 能 は後者 に比

し前者 が高 く,流 行 型 とな り得 るに は増殖 能 も

重要 な要 因 と考 え られ た.

神 奈 川株 と同変 異 クロー ンの交 叉HI試 験 に よ

れ ば, 505抗 血 清 は神奈 川 株 を ホモ と同価 で抑制

す るの に対 し, 506抗 血清 は ホ モのみ を特 異的

に抑 制 した.イ ンフ ルエ ンザ ウ イル スの連 続変

異 と抗 原域 に 関 し,後 か ら出現 したウ イル スの

抗 原域 は前 者 の それ よ り広 いこ とよ り,抗 原域

の 狭 い ウイル スは 流行 上minor strainと な り,

抗 原域 の広 い ウ イル スが 流行 型 に な りやす い と

い う報告13),14)があ る.そ れ に基づ け ば506はmi

nor strainと 考 え られ,高 い増殖 能 を持 っ た505

型 の ウ イル スが 出現す れ ば将 来 の流行 型 となる

か も しれ な い.

1977年 の分 離株 を抗 血 清 で中和 後得 た クロー

ン中に 岐阜 変 異 クロー ンが検 出 された.交 叉HI

試験 よ り,こ の クロー ンは岐 阜株 よ り抗 原域 が

広 く,ま た神 奈 川変 異 クロー ン との交 叉 も認 め

られ た.大 山 ら15)は1977年 の分 離株 中に岐阜 類

似株 が 含 まれ て い た こ とよ り,岐 阜 型 と神 奈川

型 は 同一範 中内 のvariationで あ る こ とを示唆

した. 1973年, 1977年 両 年 の分 離株 由 来の クロ

ー 中 に それ ぞれ岐 阜 型 と神 奈 川型 が混 在 した こ

とは大 山 らの成績 を支持 す る.従 っ て分離 初代

株 の クロー ン解析 は変 異 クロー ンの検 出に基づ

く流行 型 の変 遷や イ ンフル エ ンザ ウイ ルスの生
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態 を把握 す る上 で,極 め て有 用 な手 法 と考 え ら

れ る.

1973年, 1977年 両年 の代表 的 な流 行型 で あ る

岐 阜株 お よび神 奈 川株 の ホモ抗 血清 存在 下継 代

培 養実験 につ いては 以下 の如 くで あ る.イ ン フ

ルエ ンザ ウイ ルスの 抗血 清存 在下 継代 培養 実 験

は抗 原変異,特 に連 続変 異現 象 の機序 を解 明 す

るため,発 育 鶏 卵 を用 いて行 わ れて 来 た16)～19).

その機序 は 未だ 未解 明 であ るが, point muta

tionを 繰 り返 え した ウイル スが 限界 濃度 の特 異

抗 体存在 下 で選択 され るため に起 こる もの と想

像 されて いる19).

岐阜 クロー ンよ りは親 ウイル スに比 し, 5代

目で1/4, 10代 目で1/32のHI価 を示す 変 異 ウイ

ル スが作 出され た.し か しなが ら分離 株 の クロ

ーン解析 で検 出 され た神 奈川 型 ウ イルス の混在

は認め られ なか っ た.神 奈川 クロー ン よ り作 出

され た変 異 ウ イル スは将 来の 流行 型 との 関連 で

注 目され る.こ れ らの成績 の 詳細 な解析 は野 外

での今後 の 流行 を待つ 必要 が あ る と考 え られ る.

結 論

MDCK細 胞の インフルエ ンザ ウ イルス に対す

る高 い感 受性 に着 目 し, 1973年 か ら1977年 の 間

のB型 分 離株 の クロー ン解 析並 びに1973年,

 1977年 両 年 の代 表 的 流行 型株 の抗 血清 存在 下継

代培 養 を行 い,以 下 の結果 を得 た.

1. 1973年 で は岐阜 株類 似 の4分 離 株 中2株

よ り, 1977年 の 流行 型で あ る神 奈 川株類 似 のH

A抗 原 性 を有 す る クロー ン ウ イル スを検 出 した.

そのHA抗 原 性は5代 継代 後 も変 化が な く,遺

伝 的 に安 定 な性 状 と考 え られ た.

2. 1974年 ではB/ホ ン コン/72型 流 行 末期 の

分 離株 中 に,神 奈 川株 と同一 な い し類 似 のHA

抗 原性 を有す る ク ロー ンウ イル ス と神 奈 川変 異

ク ロー ンを検 出 した.後 者 に比 し前者 が 高 い増

殖 能 を有 した が,両 者 のHA抗 原性 は5代 継代

後 も変 化が 認め られ なか った.

3. 1977年 では神 奈 川株 類似 の4分 離株 中1

株 よ り,岐 阜変 異 クロー ン を検 出 した.こ の 変

異 クロー ン と神 奈 川変 異 ク ロー ン間に は交 叉 が

認 め られ た.

4.岐 阜 お よび神 奈 川 ク ロー ンの ホモ抗 血 清

存在 下継 代培 養 に よ り,そ れ ぞれか ら岐阜 変 異

クロー ン,神 奈 川変 異 クロー ンが作 出 された.

これ らの ク ロー ンのHA抗 原性 は5代 継代 後 も

変化 が 認め られなか った.

稿 を終 るにあた り,御指導,御校 閲を賜 わった恩師

緒方正名教授に心 よ り謝意 を表する と共 に,終 始御

指導,御 助言をいただいた築波大学飛 田清毅博士,

国立公衆衛生院杉 浦 昭博士に厚 く感謝 の意 を表す

る.ま た本研 究の機会 を与 えていただいた岡山県環

境保健セ ンター所長石 田立夫博士 に心か らの感謝の

意 を表す る.

なお本論文の要 旨は下記の学会で発表 した.

1978年　 第26回 日本 ウイルス学会総会

1980年　 第28回 日本 ウイルス学会総会
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Epidemiological and serological studies on influenza

Part 1. Plaque cloning from influenza B isolates and cultivation 

of B type reference strains in the presence of homologous

 antibody

Muneshige HIRAMATSU

Plaque cloning was conducted with MDCK cells on nine influenza B isolates from 
1973 to 1977 in Okayama Prefecture, following hemagglutination inhibition test. 

Hemagglutinin (HA) antigenicity of clones isolated from two out of four B/Gifu/2/73 
like isolates in 1973 varied greatly, including B/Kanagawa/3/76 like viruses, and the 
clones from B/Kanagawa/3/76 like isolate in 1974 also varied greatly, including B/
Kanagawa/3/76 like and its variants. One clone from four B/Kanagawa/3/76 like 
isolates in 1977 indicated the HA antigenicity of B/Gifu/2/73 variant. After B/Gifu/2/73 
and B/Kanagawa/3/76 strains were twice cloned by direct plaque to plaque on MDCK 
cells, these viruses were cultivated in the presence of homologous antibody. Tenth 
cultivated viruses and their clones indicated the HA antigenicity of each variant. 
Hemagglutinin antigenicity of both clones from the isolates and the cultivated viruses 
in the presence of antibody were stable after fifth cultivation in MDCK cells. From 

these results, it is suggested that the prevarent virus may be pre-isolated by plaque 
cloning from and cultivation in the presence of antibody of prevarent isolates.


