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　　Human　reovirus－like　agent（HRLA）has　recently　been　recognized　as　one　of　the　causative　agent§of

acute　nonbacterial　gastroenteritis　in　infants　and　children．　The　present　report　de．als　with　a　comparison

of　sensitivity　of　two　different　tests　to　detect　antibody　against　this　agent．　The　results　Qbtained　are　as

follOWS　l

　　1．When　sera　frQ．m　patients　with　th．is　disease　and　their．siblings　were　examined，　the　results　of　CF

test　using　human　reQvirus－like　agent　as　the　anti．gen（HRLA－CF）closely　a．greed　with　thQse　of　CF　test

using　ne．onatal　calf　diarrhea　virus　as　the　antigen（NCDV－CF）；further，．　the　presence　of　serum　precipitating

antibody　to　NCDV（NCDV－PT），　which　was　detectable　by　counter－immunQelectro－osmophoresis　developed

by　Middleton　6彦α♂6），　strongly　correlated　with　tlユe　presence　of　HRLA－CF　antibody（P〈10－8　by　Fisher

exact　test）．

　　2．In　genera1，　it　was　found　that　when　sera　obtained　shQrtly　after　the　infection　were　examlned，

antibody－positive　rate　by　NCDV－PT　test　was　higher　than　that　by　NCDV－CF　test；on　the　o亡her　hand，

when　sera　collected　from　persons　who　had　contracted　the　disease　in　the　remote　past　were　tested，　NCDV－

PT　test　was　found　to　be　inferior　to　NCDV－CF　test　in　the　ability　to　detect　the　waning　antibody．

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　（Received　October　7，1977　and　accepted　December　12，1977＞

1．緒 言

　多年ウイルス性疾患と考えられながらウイルス学的に病

原体が確認されずに来た急性非細菌性胃腸炎の中で乳幼児

の嘔吐下痢症は，Bi．shOPら．1・．2）が電顕隙こ検出したヒトレ

オウイルス様因子（huinan　reovirus－1ike　agent＝HRLA）

により起ることが多くの研究により確認された3～5＞．糞便

その他の材料中の本ウイルスの存在を確認する方法として

は加τ伽。の増殖系が見出されていないため電顕による

直接的検出によらざるを得なかったが，最近Middleton

ら6．），Grauballeら7）は本ウイルス感染の．迅速診断に

counter．immunoelectro－osmophoresis（CIEOP）を応用

し，ウイルスの検出および血清中の抗体検出を試みてい

る．そしてウイルスの検出率は電顕に優る7）か或いはや．や
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劣る程度であるが6），抗体検出感度はCF法よりかなり劣

る事6）を報告した・

　現在本症の診断のための血清反応にはCF反応が最も広

く用いられているが，本法の抗原に患者i糞便中のウイルス

を精製して使用している現状では，その量におのずから制

限があり，広範囲の血清反応用の大量の抗原を用意するこ

とはかなり難しい．そこでこのヒトレオウイルス様因子と

類似の形態，性状及び共通抗原を有するウシレオウイルス

様因子（Neonatal　calf　diarrhea　virus＝NCDV）が前者の

代用抗原としてCF，　FA，　HIの各反応に用いられている、

しかしながらHRLAとNCDVを用いた血清抗体価の比

較検討が不充分なために，血清疫学的サーベイにNCDV

を利用した報告はKapikianら8），　Blacklowら9）の報告

以外見るべきものはない．

　われわれは疫学的観点から乳幼児を含むより広い年齢層

に本ウイルスが感染・伝播している可能性を考えて検討し

て来たが，本報では従来本症の診断に最：も広く用いられて

いるHRLAに対する血清中CF抗体とNCDVに対する
CF，沈降抗体の比較を行い，血清中の沈降抗体の疫学的

意義について考察を加えた．

II．実験材料と方法

　ウイルス1ウシのレオウイルス様因子（NCDV）は家畜

衛生試験所児玉道博士より分与を受けた．NCDVの増殖

にはLLCMK2細胞を用い，その感染価を高めるために維

持培地（Eagユe　MEM，血清無添加）に低濃度のトリプシン

（1：250Difco，1．0μg／lnZ）を加えた．ストックウイルス接

種後24時間以内に完全なCPEを認めた．

　ヒトレオウイルス様因子（HRLA）は臨床的に急性非細

菌性胃腸炎と診断された乳児の糞便をBishOPら2）の方法

により一部精製し，電顕的にウイルス粒子の存在を確認し

て材料とした・

　CF反応：NCDV－CF抗原は上記の細胞培養で増殖し

たウイルスを用いて」Kapikianら8）の方法に準じて作

成し，HRLA－CF抗原は上記の部分精製ウイルスをそ

のまま反応に使用した・NCDVの場合通常100倍濃縮抗

原でほぼ64～128単位のCF抗原価を示した．　CF反応に

は抗NCDV血清（後記）を用いて測定して16～32単位

（ヒト回復期血清を用いて測定すると2～4倍程度低くなる

傾向が認められる）になるように抗原を稀釈して用いた．

HRLAのCF抗原は患者回復期血清を用いた測定でほぼ

4単位になるように稀釈して用いた．反応はSeverlo）の方

法に従いクック製のディスポーザブルマイクロプレートを

用いて行った・

　抗血清＝抗NCDV血清は，8羽の家兎の試験採血によ

り得た血清についてCF抗体価を測定し，抗体活性の最も

低い兎を選び，BishOPら2）の方法により一部精製した

NCDVを兎の耳静脈より約10日間隔で3回免疫し，最終

免疫後10日目に全採血した．抗HRLA血清を作成する

ための抗原は，上記の如くBishopらの方法で患者糞便か

ら部分精製して得たウイルスを1．1～1．69／cm3のCsC1密

度勾配（3．6cc）にのせて日立RPS　55ローターで35，000回

転，18時間遠心した．肉眼的に認められた2本のband

（11分画中，上から5～6及び7～8分画に相当し，拙老には

電顕的にウイルス粒子を認めた〉をプール，透析し，等量

のFreund　complete　adjuvantと混合してモルモットの

food　padに初回免疫した．その後，26日目に追加免疫し

て，更に2週後に全採血した．

　Counter’immunoelectro’osmophoresis（CIEOP）：

緩衝液はVerona1－HCI　bu丘er（pH　8．6，μ；0．05）を用い

Middletonら6）の方法に準じて行った・寒天ゲルは電気

泳動用アガロースを上記bu旋r　1容と蒸留水2容の混合

液に1瑠の濃度に溶解し，2．5x7βcmのスライドグラス

上に1mmの厚さに流しゲル化させて作成した．それに成

績のFig．1に示すように陰極側に抗原を，陽極側に抗体

を配置してImmunophor（LKB）を用い5．6　volt／cmで60

分通電した．泳動したスライドは0．85％NaC1で除蛋白

後，Amidoblack　10　Bで染色を行い，後5％酢酸で脱色し

て乾燥保存した・

　電子顕微鏡（EM）によるウイルスの検出：上記のBi－

shOPの方法で部分精製した糞便材料を3％potassium

phosphotungstate（pH　7．0）によりネガティブ染色して，

JEM　100Bを用いて観察した．

　被検血清：1975～1976年冬期に札幌医大小児科関連病

院に獲て乳幼児嘔吐下痢症と診断された患者の急性期と回

復期の血清，および1965～1967年にかけて同一人から一

年間隔で3回採血された北海道稚内中学校生徒の血清で，

4倍稀釈後56。C30分加熱非磁化して使用した．

　従ってCIEOPによる沈降反応の判定は，4倍稀釈血清

での沈降線形成の有無に基いて行った・

　2一メルカプトエタノール（2ME）処理；Urasawaら11＞

の方法によった．

III．成 績

1．HRLA，　NCDV抗原と抗NCDV，抗HR工A
　血清との沈降反応

　NCDV抗原に対して抗NCDV兎血清はFig．1に示す

ように，抗体側に位置する細くかつ明瞭な沈降線と，より

抗原寄りに出現し前者に比しやや弱い沈降線を形成した

が，免疫前の兎血清では沈降反応は認められなかった．ま
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Fig．1　Precipitin　line　as　demonstrated　by　counter－immunoelectro－osmophoresis

　　　　on　agarose－coated　microscopic　slide

　　　　　　　　　　　Cathodal　wells　contain　antigen．

　　　　　　　　　　　Anodal　wells　contain　antibody．

Table　1 CFα屈PT　Aη励。む丁漉r5げTωo・4η添θ7u
α9α加5診入℃Dvα加l　HRLA

Virus

　　　　　　　　　　　Serum　antibody　titers

　anti－HRLA（guinea　pig）　　　　　　　anti－NCDV（rabbit）

pre－immune　　post－immune　　　pre－immune　　post－immune

HRLA＊　CF

　　　　PT

4

＜2

128

16

＜4

＜2

64

8

NCDV＊＊CF

　　　　PT

＜4

く2

64

32

16

＜2

1024

128

＊　human　reovirus－1ike　agent

＊＊　Neonatal　calf　diarrhea　uirus

た抗HRLAモルモット血清でも同様に2本の沈降線が形

成されたがhomologousの抗NCDV血清による沈降線

に比し，全体にやや弱い傾向があった．免疫前血清では同

様に沈降線は認められなかった．

　HRLA抗原に対するhomologousの抗HRLAモル

モット血清の反応は上記のNCDV抗原との沈降反応よ

り弱かったが，同様に2本の沈降線を形成した．対して抗

NCDV兎血清は抗体側に位置する1本の沈降線を形成し

たのみであった．免疫前血清とはいずれも沈降線は認めら

れなかった．

　Table　1は両抗血清のCFおよび沈降抗体価を示したも

のである．CF抗体価に比し沈降抗体価が低い傾向が見ら

れ，特にHRLA抗原を用いた場合に著しく低いことが

注目される．これは，この反応に用いたNCDVおよび

HRLA抗原のCF抗原価がそれぞれhomologousの抗血

清に対して64単位および32単位であったことを考える

と，HRLAの抗原量が若干少いことが関係しているのか

も知れない．しかし一方，HRLAとNCDV両ウイル
スの抗原性について，Table　1の成績はNCDVの方が

HRLAに比しょりbroadな抗原性を有する可能性を示し

ており，その反映とも考えられる．

　そこで次に患者および非患者について以下血清反応の比

較検討を行った．

2．ヒトおよびウシレオウイルス様因子を抗原として

　測定した乳幼児下痢症患者の血清抗体価の比較

　Table　2は患者の急性期および回復期血清とその同胞の

組血清について測定したCF反応とCIEOPによる沈降反

応の結果を比較した成績である．表から明らかなようにヒ

トウルイスに対するCF（HRLA－CF）抗体の存否とNCDV

に対するCFおよび沈降（NCDV－CF，　NCDV－PT）抗体

の存否との間には良い相関が見られ，NCDVを用いた両

反応を較べるとPT反応の：方がCF反応よりよりHRLA

の成績に合致するように思われる．

　次にTable　2に使用した血清の中で臨床的に患者と診
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Table　2 C・吻副5・πげPr⑳αZθη68げCF　A漉6・のα9伽5’HR五且
癖疏痂058げCFαη4　PT・4π磁。読θ∫α9α勿5’Nα）V

CF　alltibody　against　HRLA

posltlve　　　　　　　　　negatlve

（≧1：4）　　　　　　　　　　　（＜1：4）

CF　antibody　against　NCDV

　　　　　　　positive（≧＝1二4）

　　　　　　　negative（く114）

37a

18

6

21

PT　antibody　against　NCDV

　　　　　　　positive（≧1＝4）

　　　　　　　negative（＜1：4）

24b

5

0

19

a　Chi－square＝14．73，　P〈0．005

b　P＜10　8by　Fisher　exact　test

窪

昌2
自

ロ

き1
昆

岩。

工

程

碧

a

2

1

0

’b

1248163264　　　 124816Fold　increas♂of　CF　titers　　　　　　　　　　Fold　increas♂of　CF　titers

aqa■nst　HRLA　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　aqa■nst　NCDV

　：Fig．2　Relationship　of　CF　antibody　response　and　PT　reaction（Patient　sera）

　　　　　　・F・ld・・crea・e－CF謡、蓋，響一瓢。蕪蓋um

断され，かつ急性期血清中のHRLA－CF抗体が陰性の例

（これらはPT反応においても全て陰性であった）につい

て，急性期に対する回復期のCF抗体価上昇倍数（この際抗

体価4倍以下は2倍として計算した）と回復期血清による

沈降線の出現状況との関係を調べFig．2に示した．　Fig．

2aはHRLA－CF抗体上昇との比較であるが，回復期血清で

HRLA－CF抗体価の上昇を見なかった2例では沈降反応

も陰性であるのに対し2倍以上に上昇した15例では内14

例（93箔）がNCDVとの反応で1～2本の沈降線を形成し

ており，CF抗体価が高まるにつれ沈降線の数も増加する

傾向が見られる．同様にNCDV－CF抗体上昇とPT反応

の関係をFig．2bに示した．両反応はよい一致を示し，同

様にCF抗体価に平行して沈降線が2本になる傾向が見ら

れる・

　CIEOPによる沈降反応はCF反応に比して簡便でかつ

上述のごとく：本ウイルスの初感染と考えられる患者血清で

はHRLA－CF反応同様に感度が高い結果を得たが，以下

この方法が血清疫学的サーベイの有用な手段となり得るか

否かを検討した．

3．同一集団に対するNCDV－CFおよび一PT抗体の

　検査成績

　同一人から一年間隔で3回血清を採取し得た例につい

て，NCDV－CF，一PT反応を行い患者血清の結果と比較し

た．Table　3は稚内中学生86名について測定したNCDV－

CF抗体価をまとめたものである．　CF抗体価の全く変動

しなかった例が54名，多少の増減を認めたもの32例，そ

の中で明らかな上昇を示したものが6例あった．そこでこ

の2年間でCF抗体価に変動の認められなかった例（少く
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Table　3　Vα万α彦foπげCF　Aη励04y　Tf彦θr5

　　　　　α9α勿3’エ＞CDV磁7ゼπgT割oyθα7智

　CF　titers　not　changed
　　during　two　years

　　　　　　　　　　　NQ．　of
1965　　　　！966　　　！967
　　　　　　　　　　subjects

＜4

　4

　8

16

＜4

　4

　8

16

＜4

　4

　8

16

19

12

20

3

CF　titers　fluctuated
during　two　years

de－　　　in．

　creased　　creased

20 12

（6＊）

＊　Nαof　subjects　with　signlficaな亡（four－fold　or

　greater）inCreaSe　in　antibQdy　titer

雲2
ゴ

幽　1

忘

霜。

　　　　　●●

怐@　　　o

●○●
怐怐怩
■o●
�

83　3銘2
E●　32・

次に稚内中学生で2年間にCF反応で有意に上昇した6

についてCF反応とPT抗体価の関係およびPT抗体

2ME感受性を調べた（Table　4）．　CF抗体価の変動しな

群（Fig．3）とは異り，患者血清に類似した関係が示され

・すなわち3回の血清CF抗体価の変動から過去の感染

考えられるNo．92（1965，1966年）とNo．79（1965，1966）

例ではCF抗体価4倍で沈降反応は認められなかったの

対して，少くとも感染後2年以内と考えられるNQ．102

1967），No．168（1965，沈降抗体の2ME感受性からつい最

の感染と考えられる）およびNo．168（1967）の血清では

F価4倍で明瞭な沈降線の形成が認められた・さらに，

近の感染により8倍の抗体価を示した例も全てFig．3と

異り沈降反応陽性を呈した．

沈降反応で検出される抗体の2ME感受性の成績は，

MEに感受性の沈降抗体と非感受性の沈降抗体の存在す

ことを示している．

able　4　NCDy－CFαπd　rPT且η彦必。凌y加

　　　　36rαノナ0況5㍑海ηガ0プH喀ん3‘んooZ

　　　　S畝」8刀彦5α加12一ηzβκαμ08疏απoZ

　　　　Sθπ5∫加吻（ゾPT／1漉う。の

CF
ntibody
galnst
CDV

umber　of　PT
ine　produced
gainst　NCDV

not　　2ME
reated　　treated

4 6

　　　　CF　antibody　『ヒiter

Fig．3　Relationship　of　NCDV－CF　antibody

　　　titer　and　NCDV－PT　reaction

akkanai　junior　high　school

student　No．92（1965）　　4

　　　　　　　　（1966）　4

　　　　　　　　（1967）　　　16
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IV。考 察

　ヒトレオウイルス様因子が乳幼児，学童12・13），および成

人14一16）の急性非細菌性胃腸炎の病因の一つである事が，

次々と確認されて来ると同時に多くのウイルス学的研究が

報告されて来たが，本ウイルスの侵淫状況を疫学的に調査

した報告は小規模な前述の二報告以外見るべきものはな

い．その原因としては第一に本ウイルスの加η伽。での

増殖系が未だ確立していないこと，第二にヒトウイルスと

共通抗原を有する各種動物レオウイルス様因子17～19）の中

で主にCF反応でヒトウイルスの代用抗原として用いられ

て来たNCDV自身も従来の方法では継代細胞で増殖しに

くく，このため，HRLA抗体の検出に関する基礎実験が

充分行われていないことが挙げられる．第二の問題に関し

て最近Matsu且。ら2。）はMA－104（株化細胞）の系で培養

液にトリプシン，DEAE　Dextranを加えることにより，

NCDVのプラーク形成に成功し，ヒトの患者血清中の

NCDVに対する中和抗体測定法を報告した．我々も独自

にLLCMK：2（株卵細胞）に1μg／m♂のトリプシンを添加す

ることにより，NCDVによる明瞭な細胞変性効果の観察，

明瞭なブラックの形成および大量の高い感染価のウイルス

抗原の作成に成功しており21），さらにこのようにして作成

したNCDV抗原を用いて中和反応により，　HRLAの解

由状況を検討している22）・

　レオウイルス様因子の抗原性については，最近Kapikian

ら17）は，ヒト，ウシ，サル，マウス，ヒツジ由来のレオウ

イルス様因子間の抗原的関連性をCF反応を用いて検討

し，これらの各ウイルスに対する特異抗血清のCF抗体価

はどの抗原を用いてもその差は2～8倍以内におさまり，

特にウシ由来NCDVとサル由来SA－11を抗原に用いた

場合に各抗血清の力価は若干高くなること，しかし人患者

血清中の抗体の検出率はOagentを抗原に用いた場合にほ

ぼHRLA抗原に匹敵する成績が得られ，　O　ageコtがbroad

な抗原性を有する可能性を示唆した．

　一方原ら23）は白痢（乳幼児の白色勘当下痢症）型患者由

来のHRLA，学童の下痢症患者からのHRLAとNCDV

とを比較して，HRLA内における抗原性の差異を指摘し

ている・またSpenceら26）はNCDV抗原を用いて患者

血清についてHI反応を試み，ヒトウイルス間にはNCDV

との共通抗原性で差異のあることを述べている．患老血清

を用いて行った我々の実験成績22）ではNCDVを抗原に

用いたCF反応ではHRLAに比して1～4倍程度抗体価

が低くなる傾向が認められたが，更に詳細な抗原性の差異

に関しては，HRLA一中和反応の確立など，今後の研究が

必要と考えられる、

　CIEOPによる沈降反応の結果，抗HRLA，抗NCDV

血清とNCDV抗原間で2本の沈降線が形成されたが，

Middletonら6）の成績も全く同様で彼らはこの中の一本

の沈降線に電顕的にウイルス粒子を認めている．ウイルス

粒子の認められない沈降線中に含まれる抗原は，ウイルス

のサブユニットと考えられる．Mathanら24）はゲル内沈

降反応の結果から両ウイルスには共通抗原を有するウイル

スのサブユニットが存在することを示唆している．

　ヒト血清の場合，患者血清と遠い過去に感染を経験した

人の血清とでは，沈降抗体の存否とCF抗体価の比較で相

異が認められたことは興味深い．すなわち感染後間もない

患者例では両抗体ともHRLA感染をよく反映している

が，古い感染例では沈降反応の感度はCF反応のそれに及

ばない．われわれの最近の研究によると，NCDVを用い

る場合，中和抗体の測定が過去におけるHRLA感染の最

も良い示標であることを示す成績が得られている盟）．

　Table　4に示したように沈降反応に関与する抗体には，

2ME感受性の点からIgM，　IgGの両抗体が含まれること

が考えられるが，沈降抗体は産生後，他の血清抗体に比し

て速やかに減少，消失してしまう・この理由は，沈降抗体

は感染によく反応するがそのレベルが低いためにすぐ消失

するのか，或いはHRLAの沈降抗体を産生するウイルス

抗原部位が他の反応にあずかる抗原部位と異るためなのか

不明である．HRLAが成人に不顕性の再感染を起すとい

う他の成績15）から考えて，少量の再感染による抗原刺戟が

booster　e施ctとなり中和抗体は大量に産生されるが，こ

の際のCF抗体産生は幾分悪く，沈降抗体産生は最も悪い

ためとも考えられる．

　このようにCIEOPによる沈降反応は，血清疫学的サー

ベイへの使用にあたっては他の反応に比しやや不適当な面

があるが，感染直後の免疫状況を知る手段として，特に乳

幼児の初感染における本症の血清学的診断法としてはCF

反応より鋭敏ですぐれた：方法であることがわれわれの成績

から明らかとなった．Middletonら6）はCIEOPセこよる

沈降反応は抗体検出感度がCF反応より鈍いことを示して

いるが，これは以上述べて来たような感染時期とは無関係

に年齢分布を検討している結果であろう・

　ウイルス抗原の検出法としてCIEOPの方がEMより

感度が良いとする成績をGrauballeら7），　Tufvessonら25）

は報告しているが，これは本反応によりvirion以外の抗

原性を有するウイルスのサブユニットの検出が可能である

こと24）を考えると，当然の結果と考えられる・われわれも

現在，本法を利用して1976～1977年冬期に発生した患者

材料について検討中である．

　本法は簡単で，一度に多くの検体を処理出来，かつ短時
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間で結果を判定出来ることは大きな利点であり，本ウイル

スの伝播様式の検索等に大いに利用出来る方法と考えら

れる．

V．結 語

　急性非細菌性胃腸炎の病原の一つとして最近注目されて

来たレオウイルス様因子に対するヒト血清中の抗体の検出

法を比較検討した結果以下の成績を得た・

　1）患者およびその同胞の組血清について，ヒトレオ

ウイルス様因子を抗原に用いたCF反応（HRLA－CF）と

ウシレオウイルス様因子を抗原に用いたCF，　Counter－

immunoelec重ro－osmophoresis（CIEOP）による沈降反応

（NCDV－CF，　NCDV－PT）の比較から，両抗原で検出され

る抗体の存否の間には良い相関が見られた．

　2）帳面血清あるいは感染．後長期間経過していない感染

血清の場合，NCDV－PT反応の方がNCDV－CF反応に

よる抗体検出率より優れており，HRLA－CF反応の成績

に合致するように思われた．

　3）古い感染血清ではNCDV－CF反応による抗体陽性

率がNCDV－PT反応のそれに優る成績が得られた・

　以上の成績からCIEOPによる沈降反応は，血清疫学的

サーベイへの使用にあたっては他の反応に比し不適当な点

があるが，感染直後の免疫状況を知る手段として，特に乳

幼児の初感染における血清学的診断法としてすぐれている

ことが判明した・

　本研究の一部は文部省科学研究助成金（鈴木班），北海道

科学研究助成金に負うた．また一部患者便材．料を採取下さ

った北医院院長北　和男博士に感謝致します．
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