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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.


