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SMONのウイルス学的研究一一1971一一

井 上 幸重 ，西部陽子． 中村良子（京大ウイノレス研）

木村輝男（大阪市衛研）

l I.序

われわれはとれまでK行ってきたSMO Nのウイノレス学的研究結果から，われわれが分離した新種

のワイ ノレスをSMO Nの病因と考えている。今年度の報告は分離ウイノレスの性状に関するその後の研

究成績並びKC57BL/6マウスvc.i;吋るウイ ノレスの病原性K関するものである。 また，配分され

た研究費は40万円である。

lI.，研究材料並びK方法

1 ~ _7 0年度の報告K記載したものは省略する。

1. Human diploid cell ; T 6 L細胞と して東大薬学部の山田教授よ り分与をうけた

ものであ!J,BAT-6細胞と同じ培善方法で供試した。

2. 3H. 標識ワイノレス ：BAT-6細胞をmain℃enance mediumで液安換して 2日後

'tLウイルスを感染，同時VC3 H －七hymidine又は 3H -uridi neを1μC/m£ 濃度K加えて 3

日間ラベノレした。

3. ウイノレスの精製： infected fluidの10,000 rpm 3 0分の遠心上清を 28,0OOrpm 

1 0 0分遠心し （HITACHI,RP30ローター 〉，生じたpelletを最初の1/soO容量の

phosphate buffer s aユin e ( P H 6 .. 5 ) VC s us p e ud し15秒間 sonicationを行っ

た。 5,00 0 rpm 3 0分の遠心上清を 15～3 5 % Cs Cl densi七y gradient VCかけ24,0 0 0 

r・pm 180分遠心した（ H工TAC HI, RPS 2 5ローター） 。tube底部よ bfractionをとり

一部は直ちkmain℃enance medium VC稀釈して感染｛蹴庭を行った。 また一部はacid-ins-

olub工e部Vてっき radio ac七iVi七yをカクン卜した。

4. vs Vとの干渉 ：vesicular s七oma七i七is virus( V SV）は名大無菌研の永田

教授よ b分与をうけた。 BAT -6細胞Kウイノレスを接種後，VS Vをchalユeng eし2日後Kvs 

'VのCp Eを指標として干渉の有無を判定した。即ち，対照Vs VのCp Eがgrade4のとき 2以下

lのものを干渉 （＋）と した。

5.ホノレマリン不活化ワクチン：局方ホノレマリンを 0.05 %~てなるよう K加えて 4 ℃ 3 0日間不活

化したものをホルマ リン不活化ウイルスワクテンとした。

6. ワクテン免疫原性テスト ：成熟ddマクス（5週）VC不活化ワクチンをo.s me宛腹腔内接種した。

免疫回数は1～ 4回，最終免疫から 7日後K採血して中和抗体を測定した。

7. マウス感染実験： dd,C5 7 BL/6, CFl stra工nの新生児マウスを供試した。とく K

C57BL/6マウスは京大ウイノレス研前田博士，愛知ガンセンタ一石本博士，並びK京大医学部解剖

-55-



1週間以内の死ウイノレス接種後2～3ク月間観察すると共に西村教授の好意Kよって分与された。

亡マウスは観察結果から除外した。

マウスK接種したウイノレス材料：供試ウイノレス材料は以下のものである。8. 

料）材離（分料）材者（患名）（株

BAT-6細胞岡山の患者糞便s a七0

ce 11 diploid human 北海道の患者勧液Watanabe 

ce l工diploid human 大阪の患者髄液Aoki 

直接マウス北海道の患者髄液Nishimata 

直接マウス岡山の患者髄液Kishimoto 

bu-病理検査 ：発病遣うるいは対照マウスは4% paraformaldehyde加Millonig9. 

Luxol-fa s℃ーパラフィン切片としてHematoxylin-eosin,で環流固定，ff er( pH7.0) 

並びKBodi an染色を施した。病理学的研究は京大精神科の松岡龍典博士並びK同研究グbユue,

多〈の病理学者の助言Kよって行った。ノレープの指導を戴くと共VC,

分離ウイノレスの性状ー 19 7 1-m. 

BAT-6細胞に分ける増殖 ：図1VL示すどと〈ウイノレスは容易K液相K放出され，液相中

viru sより高い価を示す。associated のウイノレス感染価は早くからcell 

1. 

図 1
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diploid細胞Kなける増殖：図2並びK図 3 ~示すどと〈，細胞並び~humanHe la ・2. 

ウイノレスは除々に液相K放出され感染後ウイルスは両細胞~l,~いてC p Eを示すととなく増殖する。

virusよb高い価を示す。

Growth of virus in cultures of 

human diploid cells at 36。

図3

associ a七ed 

Growth curves i~ Heしacell 
cultures at 36℃ 

期Kはcell 

図2
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dip-cell kよるウイノレス分離 ：患者髄液から直接humandiploid Human 3. 

ウイノレスはCp Eを示すことなく分cell への．ウイノレス分離の結果は表 1 ~示すどと〈 ，ユoid 

ウイノレスの感染価測定KのみBAT-6細胞を用いた。また供試髄液はいずれも初離継代される。

c eユ工 K分離しdi pユoidhuman He La細胞K対しでも Cp Eを示さない。代サノレ腎細胞，

たAoki並びKWa七anabe株と BAT- 6 細胞K分離した Sa 七0株並び~Ki shimo℃0株は交

virus from spinal fluid of S. M.O. N. 

patients and passage in human diploid ( T6し） eel Is 

Isolation of the 表1

Log. ITC050/0.lml.l 

of culture fluid 
from uninfected cells 

Cumulative log dilution 

of first inoculum 

No. of poss句e

in T6Lcells 

Log. ITCDSOIO.I ml.) of spinol fluid 

Wotonobe Stroin Stroin Aoki 

<0.S 。4.5 4.5 

< 0.5 2.3 5.3 5.5 

4.6 2 6.3 6.3 

6.9 3 6.8 6.8 

9.2 
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時actionsamong the viruses isolated 

from S.M.Or-.Lpatients in different places 

Cross 表 2

Dilution for 50".4 redudion ol T℃DSO 

Anti-S。to Anll-Wolonobe 
rabbit時 正 911ine。pi9持仁

Challenge Place Virus 

TC 050 isolated strain 

320 
1,280 100 

200 
Okoyomo 

Soto, 

from faeces 

Kishimoto. 
from spinロl
fluid 

160 600 300 Okayama 

320 2,560 

2,560 

100 

50 
100 

Osaka 
Aoki, from 
spi問 lfluid 
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また地域を異Kする SMO  N患者から同ーのウイノレスが分差中和試験Kよって同ーのものであ!J' 

離されるととを表2は示している。

紫外線Kよるワイノレスの不活化 ：ウイノレス浮遊液は 10 mの距離で20 W殺菌灯Kよる照射4. 

で図4vr示すどとく急速K不活化される。、

FUD Rの影響 ：DN A合成阻害剤である IU D  RあるいはFUDR30μタ／m£I UDR, 5. 

存在下vri;吋るウイノレスの増殖は図svr示すどとく抑制される。

Effect of !UDR and FUDR on 

the replication of virus at 3~ 
図 5Inactivation of virus infectivity 図 4
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あるいは3 0分，5,0 00 rpm 

Time of irradiation, Sec. 

ウイノレス感染価K及ぼす遠心の影響： 表 3¥L示すどとく，
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1 o,o O Or pm 3 O分の遠心は全〈感染価K影響 しないが100,00 0 SJ' 10 0分の遠心でウイ ノレスは上

清K殆んと強らない。そしてsedime n七からは約 1/i 0のウイノレス感染価が回収される。

7. ウイノレス感染価K及ぼす sonic a七ionの影響 ：表 4vc示すどとく ， 10KC30秒まで

の処理Kワイノレスは安定である。

表3 表 4

Effect of centrifugation on Effect of sonicotion on the 

the infectivity of virus infectivity of virus 

Condition Material し0910

of centrif. tested TCDso/ml 

sonicoted0 

( sec.) TCDso/ml 

not centrif. 7. 3 。 6.3 

at 5.000rpm sup. 7. 3 15 6.3 

for 30min. 30 6.3 

at 36.000rpm sup. 2.3 60 6.0 
( 100.000g) 

for 150 min. sediment 6.3 120 4.8 

180 3.5 

a. with IOKC 

8. CsCl density gradie n℃ c entrifuga七ion:.3 H -thymidi ne標識

ウイルスをCsCl density gradie n七にかけると図6vc示すどとく radioa c℃i v i七ア

とinfec℃ivi七アのpeak は完全に一致する。 乙のpeak を示す frac七i0 nのbuoy-

an七 densityは 1.2 1～1. 2 2である。さらKとのfrac七ionを再逮心すると再びinf-

ectivitアと radioac七ivi tアのpeakが一致する＠とれK対し 3H-uridine を標

識K用いた場合， ウイ ノレス specificなradioactivityのpeakはえられなかった。と

の結果からワイ ノレスはDN Aウイノレスと考えられる。

9. ワイノレスの凍結乾燥： maintenance med工umの状態でウイノレスを凍結乾燥すると

完全K不活化されるが，表5vc示すどとし安定剤特V'Clactoseとpolyvinyユpyrodi-

・doneの添加Kより安定した凍結乾燥が可能であb，少左〈とも室温2週間で凍結乾J操ウイノレスの

感染価は低下しない。

10. VS Vとの干渉：ウイルス接種と vs v cha工lengeとの間隔が2日以下， 5日ιL上で

干渉はみられず 3日が最も良い結果を示した。一方VS Vchaユユenge dos eはlOTCll50

以下ではCp E発現が遅〈干渉をみわけ難い。また多すぎても Cp Eのgradevc差がみられず，

最もcons七antvc干渉がみられるのは50 TC D50前後であった。干渉Kよってワイノレスを
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民間tyGradient Centrif ugotion 
図 6
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表 5

Ly叩hylizationof the virus in different 

media 

After lyophy. at 25C 

0 7 doys 14 doys 

Before 

lyophy. 

(Iρ < 1.0 7.3 b 

6.3 6.3 6.3 7.0 

The maintenance medium 

for BAT・6cells 0 

The maintenance med叫』m
pl us equal volume of 
medium A 

The ma川tenoncemedium 
pl us eq ua I volume of 
medium B 

Medium 

5.8 

o. See the text. 

b. Lo910 TCD50 per 0.1 ml 

Medium A = 10% lactose; 

5.8 5.8 7.0 

0.3 "・ polyvinylpyrrolidone ( K・90)

Sucrose 74.629 : KH2P04 0.529 ; Kz HP04 1.259; 

L-9lutomic ocid sodium salt 0.839 ; Alubumin, 

Medium 8 

E99 109 in 1000 ml 句。

fluidでは表7l(C示すどとくassayした代表的 prO七oco  lを表6l(C示す。干渉はcontrol 

また表 84'L示すどとくワイノレス材料を 90,0 0 0 9を10 0分遠心すると上清Kは干全くみられない。

とのよう l(CVS渉能がな くなり ，沈査K証明される。表94'L示すどと〈干渉能はUV感受性である。

constantl(Cワイノレスの感染価測定しかし，Vとの干渉はウイノレス自体Kよるものと考えられる。

との実験は名大永田教授の最初の観察K基づくものである。

表6
A representative protocol of virus a~辺y with interference 

K剥用でさるほど条件は安定しない。

L勾 10TCO同

d制・rm;n・d
by l附官官nnc・

。官II・no・dw;th 35 TC o，。
。tvsv・

Grad・o1CPE 
of・xhrubeD 

2 
2 

表7
Interference 

Vi，咽 d:lutlon

Failure of interference with controlαJlture fluid 

of BAT・6cells ＋
＋
＋
－
 LO<J10 TCO拍；tl.lml

Jn『erference determined 

by inrerference 

Chollenqe dose 

(TCO却） of vsv 

作la1er;o1sfor 

pre-lreot庁官吋

No. of 
exp. 

＋
士
一＋
＋

6.3° ＋ 川町fedfluid 
40 

comrol fl山d6.8 /o.1m1' 

4.3 ＋ 
30 

infec憎dflu;d 
2 

control fluid 

LoQ,0 TCO刊 de↑erminedby CPE was 

throu9h t同 制perimenrs.

。

＋
＋＋一ー
守
十
＋
一
＋

＋
＋
一
士
＋

ニ
－
－
－
一
－
－
－

』0・s

7.3/ 0.1 ml 

I 0 ... 

10・v

3
2
3
一
2
1

1
－1
1
9－一
2
1
1
7
e
1
2
－
3
1
4－
4
4

4－4
4
4

I 0-1 
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I Q-4 

『0・g

10・・
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Effect of ultrocentrifugotion on interfering 

activity of the virus. 

表 8
表 9

Interference by UV-inactivated virus 

Lo~ ,0 TC~Qlml 
determined 

by Interference 

LDQ10 TC』／0.1ml
determined In憎rference
by CPE 

UV-irn:>dioted 
time (Sec,) 

m
 

刈

岬

円
吻

）叩

伽

花

川

w

l
c
u
引
州

F

、．
A
T6

u
h山

W

Challen9e dose 
Interference 

(TC D'°) of VSV 

Moteriols tor 

pre-treot作ient

6.5 ＋ 6.3 。
α5.8・pellet・

5.8 ＋ 5.5 30 
＋ 

150 

4.8 ＋ 4.3 60 
supernatant 

3.5 ＋ 3.5 90 α7.5 ＋ pellet 
2.3 ＋ 2.3 120 30 

く0.5

(0.5 

0.8 

<o.5 

150 

180 

supernatant 

Virus was centrifu99d for 100 minutesロt90,0009 

in the HITACHI RP30 rotor. 

a Pellet wo吉 SUS問 ndedIn mointer下ancemedium. 

7.3/0.1 ml b l勾，。TCD'° determined by CPE was 

throu9h the experiments. 

分離ウイノレスの病原性－ 19 7 1ーN. 

は研究材料の項を参照。供試ウイノレス株のhis七ory 

9匹のみに立毛，Sa七0株ウイノレスKついて ：66匹のddマウス新生児脳内接種の場合，1. 

体重諒少，脳水腫などの所見がみられた。そして 27匹のCFlマウスについては異常は認められな

一般Kは感受性を示さずli七七er kよって時K感受性のものが観ddマウスの場合Kも，かった。

察されたと理解される＠感染ddマウスの脳内ウイノレス量と血中中和抗体価を 1カ月後のマウスKつ

血中中和抗体価は低発病マウスの脳内ウイノレス量は高〈，表 10 K示すどとく，いて検討した結果，

非発病マウスのワ イノレス感染価は低〈中和抗体価は高かった＠

Relationship between the virus titer α干d

the antibody titer in infected d d mice 0 

いととが見出されたが，

表 10

NT し0910TCD50
per 0.1 ml .. 
in brain ~ 

6.5 
6.5 

No. of Clinical 

titerc 昨iouse

<20 
20 
20 

1
2
3
4
5
一ー

2
3
4
5

Symptom 

o
o
 

n
v
n
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n
V
 

6
6
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『
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l 表 11（！（示すどと（， C 5 7 BL/ 6マウスが脳内接種で感受性を示すととが見出された。ウイル

ス接種マウスは2～3週間品L上の潜伏期を経て多〈は体重諒少，立毛， 後期麻簿を示して発病する．

発病マクスのうち軽症のものは回復，重症のものは殆んど死亡する。 また組織培養原被のウイルス材

料は発病をinhib i℃する傾向があるが稀釈ウイノレスは例えば30 TC D50でも発病する。 C57BL

/6マウスの場合Kもユl七七er （！（よって感受性は可左 り異なる。したがって． 各稀釈あたbの供試

li七七er数をますなどの工夫をしなければマウスで感染価を求めることは困難である。非感染の培

養液あるいは特異的免疫血清で中和したワイルス材料ではマウスは発症しない。

表 11 Susceptibility of C578L/6 mice to Soto strain 

isolated in BAT-6 cells 

Lot Infected cult. fluid Con tr叫α』It.fluid 
Dilution No. L0910 TCD50 Results Results 

per円、ouse

undiluted A 6.5 CV7° 0/8 

8 6.5 0/7 

10-0.7 A 5.8 S/s 1¥s 515 o;s o;scy7q匂

8 5.8 9色 均 % 
10・1 8 5.5 % % 
10・2 8 4.5 ｜イ0 51? 

10・3 8 3.5 % % 9ち
10・4 8 2.5 % 1/4 

10・5 8 1.5 0/5 ~5 

10・6 8 。目5 % % 

。目No.of mice diseosed / No・ofmice observed 

2. Wa tanab e並びKAoki株について ：表 12 （！（示す知〈，ヒト 2倍体細胞K分離され

たワイノレスも BAT-6細胞K分離されたsato株ウイノレスと同じ潜伏期並びK症状をもって057

BL/ 6マウスを発病させる。発病マウス脳乳剤からワ イノレスがBAT-6細胞K再ー分離される。

対照群マクスの中でみられた立毛，体重誠少を示したマウス脳からウイノレスはBAT-6細胞Kよ

って検出されなかった．更K発病マウス脳から分離されるウイノレスは中和試験KよってSa℃0株ウ

イノレスと同ーであるととが確かめられた。 Wa七anabe株Kついてはマウス脳継代も行われている．

3. Nishimata, Kishimo七0 株Kついて ：乙れらの株は患者脊髄液よ b直接057.BL

/6マウス脳K分離したものであb，脳から再分離されたウ イノレスは中和試験Kより Sa℃o株と同

ーであるととが確かめられると共K，マウス脳で5代まで継代されている。表 13参照唱

4. 病理所見 ：岡山大学解剖学教室の新見教度Kよると ヒ卜とマ ワスの脊髄の比較解剖学的所

見は図 7のどとく である。
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表 13

表12 Susceptibility of C57 BL/6 mice to Watanabe and 

Aoki strain isolated in human diploid cells 

Inocutum 

Virus 

used 

No.of Log10TC050 Dilution 

Watanabe -

Hokkaido 

Aoki -Osako 

Control culture fluid 

passage per 0.1 ml 

2 6.0 

4 6.8 

2 6.5 

undiluted 

IQ I 

10-0.7 

undiluted 

undiluted 

a. No. of mice diseased / No・ofmice obse川 d

b. 10 ~. brain susp. 

Direct inoculation of spinal fluid of 

SMON patients into C578l./6 mice 図 7

Results 

7/7 0/7 a 

% 
8；包

S/5 

117 0ゐ

TC050/0.I ml 
in什陪brainof 
diseased mouseb. 

6.5 
10 

106.5 

< 101・0 

Spinal fluid 

used 

吋cf¥Jum Results 
No. of 01 u ion Log 10 T~旬l。
passage per 0.1 

Comparative anatomy of spinal cord in man ond mouse 

!After向。f.Niimi)

Nishimoto - I st undiluted 5.3 

Hokkロido
2nd 10%b「ロin 6.5 

suspension 

I% susp. 5.5 

3rd 10% susp. 6.5 

I% susp. 5.5 

0.1 % susp. 4.5 

r 
4th I% susp. 5.5 

0.1 '• susp. 4.5 

Kishimoto - I st undlluted 6.3 
Okayロma

2nd 0.1 % susp. 4.5 

o. No・ofmice diseased / No. of mice obse内 ed

2/5 a 

。1/7 弘

2/5 

9ゐ
If? % 

% 弘

7/7 

ik 

。句 % 

% 

humロn

Tr. corllcospinalis 
pyramidalis lateralis 

Tr. pyromi<lalis 

Tにcortic。spinallS
pyramidalis anleri町

庁louse

しかして，発病マワスの主要左病理所見は表14K示すどとくであって，Goユ工素の変化は頚髄に

そして錐体路の変化は腰髄あるいは錐体路全域K及んでいる。脳Kは変化はなしまた炎症反応はみ

られない。しかもとの種の所見は表 15K示すどとく剖検マクス（重症例 ）2 6件中 19例K観察さ

れた基本的所見である。
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表 14

Main pathological changes 

observed in diseased mice 

Symmetrical bilateral changes in 

the medial or central area of the 

posteriol column in the spina I cord 

I) pallor or demyelinated change 

（しf.b) 

2) Fragmentation and breokes in 

nurve fibers (Bodi an) 

3) Decrease in number of nurve 

fibers (Bod ion) 

表 15 Pathological findings in the 

diseased C57BL/6 mice 

Group 

of exp. 

Virus strain 

inoculated 

Place 

isolロted
Results Total 

2 

3 

4 

5 

Control 

Soto strain Isolated _ . o 
in BAT-6 cells from Okoyomo 0/9 
stool of o patient 

Watanabe strain isolated 
in human diploid cells 
from spinal fluid of 
a Pロtlent

Aoki strain isolated 

Hokkaido 

in human diplaid cells Osaka 
from spinロlfl uld of 。patier、t
Nishimata strain isalated 
directly in mice from Hokkaido 
spinal fluid of a pati-
ent 

Kishimota strain isolated 
directly in mice from 
spinal fluid of 目 Okロyama 

patient 

Inoculated with control culture fluid 

Nan treated 

号17

2/3 

% 

｜冶

% 

% 

。No.of positive cロses/ No・ofmic申 examined

19!z6 

(73%) 

% 

5. 末梢感染症Uてついて ：Wa七anabe株並び(ILAoki株Kついて腹腔内並びK皮下接種Kよる

感染実験の結果， ne wb or n C 5 7 B L / 6マウスは脳内接種の場合と同じよう K発症するととが

見出されると共κ，発病マウスの病理所見も脳内接種の場合と同一であるととが確認された。末梢感

染K対する感受性の程度等Kついては現在検討中である。

v.血清疫学（予報）

SMO  N患者血清は中和抗体価が低〈，かつウイノレスが髄液から高率に分離されるとと，一方健康

な成〈血清Kは中和抗体が普通検出されずウイノレスも髄液から分離されないと と。更に同種ウイノレス

が髄液から証明された3例の無菌性髄膜炎の回復期血清が160～320倍と云う高い中和抗体価を示

すととは既K指摘したととろである。

その後，更K健康な成人血清 63例（昭和44年 7月採血） vてついてウイノレス中和抗体をテストし

た結果， 5 9例はく 10倍で他の4例は亘20倍であった。後者Kは SMO N患者を家族Kもつ1例

が含まれている。とれに対して，SMO  N患者の診療，看護K従事した 10例の血清は6例が40～ 

160 倍の抗体価を示し，ウイノレスの研究K従事した4例の血清はいずれも陽性で20倍 1例，40 

倍1例，2例は 16 0～3 2 0倍を示した。
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＼［. 不活化ウイノレスワクチンの試作（予報）

協同研究者小沢恭輔（目黒研究所）

ウイノレスはホノレマリン 0.05 %の添加Kよって急速K不活化され， 4℃ 4 8時間で感染価は

1/10 0,0 00とな !J'7 2時間でもはや検出されなかったe しかして， 4℃ 3 0日間Kわたって充分

K不活化したものをワクチンとした。 Human diploid c eユ工 で分書継代されたWa七anabe株

ウイノレスの不活化ワクテンKよって 1回免疫では抗体反応はみられなかったが，3回らL上免疫したマ

ウスの血清Kは20～320倍の中和抗体価が証明された。

四．考察

1. SM 0 N患者の脊髄液から高率KBAT -6細胞K分離したウイノレスは，human dip-

loi d細胞あるいは C57BL/ 6マウスKも直接分離するととが出来るのでBAT-6細胞由来ウ

イルスの可能性は否定された。また， BAT-6細胞K観察されるCp Eの判定の確かさはワイノレス

材料の bユind 七es℃ Kよって証明するととが可能である。

2.分離ワイノレスはエーテノレ，FUDRVC感受性でUVで不活化される。 22 0 mμ Mi 1ユip-

ore fil℃e rを通過するがlOOmμは通らない。 DN A型ワイノレスでdens工七アは 1.2 1～ 

1.2 2 in Cs Cユである。電子顕微鏡的形態は今後の研究として残される。

3. ウイノレスはnewborn C 5 7 B L / 6マウスK接種すると後肢麻痔を主として発病する。

その病変は脊髄にみられるととるの炎症反応を欠〈系統変性病変であり，基本的Kヒトの SMO Nと

同じと考えられる。今後，病変部の電子顕微鏡的所見などが更K検討されねばならない。

4.キノホノレム中止後K岡山大学〆J－：坂内科で観察された SMO N症例の脊髄液からも依然として

ワイノレスが分離さーれる。

5. われわれは既Kウイノレスワクチンの試作Kついて研究を進めているので，患者数済のためK

将来免疫血清の治療効果Uてついても擬サが望まれる。

6. 8 M 0 N患者の脊髄液VCC57BL/6マウスを発病死させるウイノレスが存在すると云う極

めて重要な事実を充分κ評価し得なかったスモン調査研究協議会の運営と総括は極めて遺憾である。

7.早い機会K外国vcii吋る本ウイノレスの感染状況の調査が望まれる。

¥111.結論

SMO Nは免疫反応不全K伴う新種ウイノレス感染症である。乙のワイノレスを軸としてSMO Nを含

めた病型あるいは疫学の全貌iJi解明されねばなら念い。

分離ウイノレスはエーテノレFUDR K感受性でUVで不活化される。 220IDμ のMill工pore fi-

lte rを通過するが lOOmμは通らなν、DN A型ウイノレスでdensi七アは1.21～1.2 2 in CsCl 

である。 newborn C 5 7 BL/6マクスK接種するとマウスは後肢麻揮を主として発病する。発

病マウスの病変は脊髄の炎症反応を欠く索変性である。その病原性からみてウイノレスは新種の Slow

viru sと考えてよい。
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SMON患者脊髄液の新生マウス接種実験

松岡幸彦，伊藤康彦，木村吉延，永田育也（名古屋大学医）

SMO Nの病因論として，京大井上氏らによってワイルス説が強〈主張され，多方面の実験結果が

報告されている。我々は井上氏らの実験結果の追試のーっとしてC57BI/6新生マウスK井上一

agent（渡辺株〉，SMO N患者脊髄液を接種して，体重の変動，神経症状の発現，死亡の存無，

及び病理組織学的検索を行った。

くanimal>

C57BL/6 ①実中研

② 名 大 純系

③ 京大（井上氏の好意による）

く Sami:le > 

く接種方法〉

渡辺株

SMO N患者脊髄液① K 株

② Y 株

③ A 株

×1 0 Kして使用

0. 0 2既6 を in℃racraneal inje c七ion,intrai:eri七one a工 inje c℃ion. 

実験結果

脳内接種例について報告する。

渡辺株接種マクスで 1/ 9, K株接種マクスで 2/ 9明らかな後肢C異常が認められた。即ち，『強

制的に歩行を継続させた場合，片側後肢に伸展したまま屈曲し得ない状態を生じた。しかし，これ

は一過性で，休めばまもなく回復した。 J

K株接種例では， 4Wまでの死亡率が高〈，成長したマワスの9例中 6例まで何らかの異常を認め

た。後肢の異常を認めたマウスは（ Fig 1 ）体重減少が著じく，出生后 15目前後で成長が止まっ

てしまう。後肢の異常については京大井上氏らの観察したものと同じものと思われる。

病理所見

K株接種例3匹（接種后 27日， 43日， 43日），渡辺株接種例 2匹（ 3 4日， 35日），対

照 l匹（ 4 7日）を井上氏らの方法により固定し，脳，脊髄の病理学的検索を行った。 K株，及び渡

辺株接種例の中にはそれぞれ後肢の異常を示した一匹を含む。

実験例のいずれにも，対照に比して明らかに有意な病変は認められなかったが，現在，ζの6匹以
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外についても病理学的検索を続行中である。

腹腔内接種例，脳内接種で後肢の異常を示めさなかった例（ y株接種例）へのMT Xの投与等の実

験は経過観察中である。

実験数 死亡 正常 マヒ

対照 1 0 9 。
渡辺株 c1 a・6・5/o. 1) 1 0 3 5 1 

K 株 c1 o'5. 3 / o . 1 ) 1 9 10 3 2 

y 株（ 1 04・8/o. 1) 1 6 3 1 3 。

⑧ Was七工ng を示めしたもの 3匹

20 ?' 

体
10?' 

重

後肢異常例

10 20 30 40日

接種后日数

S amr.leの提供，実験方法についてのadvie eを

名古屋大学・医 ・内科祖父江助教授より受けた。
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「井上ウイルス」の追試に関する

分担研究報告

奥野良 臣 ， 高 橋 理 明

山 西 弘一 （阪大徴研）

本年（ 1972 ) 2月2日，京大ウイルス研究所井上幸重博士より凍結乾燥の「井上ワイルス 」及び

BAT 6細胞の分与を受け，以下の通P追試を行った。

1. c p Eの観察

「井上ワイルス」浮遊液を階段稀釈し， BAT6細胞を用いてti七ra七ionを試みた。すなわち

分与された「井上ウイルス」 Iパイプルを獄菌蒸留水1mlで溶解し，あらかじめ用意 したBAT6 

細胞に10倍の段階指釈したウイルス液を 1段階4本宛のチューブK接種し， 7日間観察した。

尚，培養温度は35°～36°Cであb，培地はEagle MEM VL2% 仔ウシ血清を加え，PH 6.5 

あった。

観察の結果，対照細胞κ比し特異的なCp Eは確認できず，従ってウイルスの感染価は測定できな

かった。

2. H3 - thymidineのウイルス粒子へのとり込み

「井上ワイルス」を human embryo ユung cellVL接種し，H主一七hyrnidine を培養液

中K加え， 7日後VLharve s七しその上清を 30,000 rpm, 120分遠心し，沈澄部分を 10ml の

medi urn vr,suspendし， DNase 処理したのち，更VL30 ,000 rpm , 120分遠心し，その

sedime n℃を sucrose densi七y grad i en t ( 20～40%）上K念き， 35,000rpm 

105分遠心したのち， dropwisek集めて放射能を測定した。

その結果，肉眼では遠心チューフ－~明瞭なバンドは見られず， アイソトープのカウントでもウイル

ス特異的と思われるpea包は見られなかった。

3. 「井上ウイルス」感染細胞の電子顕微鏡的観察

「井上ワイルス」感染human embryo lung cellの感染後 7日自の超薄切片を作D，電

子顕徴鏡で観察した。多数の標本Kついて綿密K調べられたがウイルス粒子らしいものは見られまか

った。左 ;1:,~ ， との実験は当研究所の新居助教授K依頼し，同氏Kよって行われたものである。
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井上博士のスモン関連ウイルスに関する追試

桜 田教 夫

要 約

（北海道立衛生研究所），

飯 田 広夫

（北海道大学医学部細菌学教室）

井上博士らは昭和 45年K北海道で採取された29件のスモン患者髄液から， BAT 6細胞を用い

て23株のスモン関連タイノレスを分離した。われわれは同一材料Kついて C5 7 B/  6マクスの脳内

接種を行在ったが発症したのは29件中3件でるった。莞症K要する日数は一定して左〈， リフター

中全部のマクスK発症はみられ左かった。 3例中1例のマクスの脳，肝，牌乳剤を継代したが陰性で

あった。

標準株である渡辺株を Cs7B/6マクスの脳内と腹腔内K接種したととる， 1 0倍希釈液の腹腔

内接種マクスが 13日ElVL発症したが他は全部陰性であった。

患者材料と標準株接種マウスの病理組織学的検査を行なったが，脊髄Kは対照K比較して特記すべ

き変化はみられなかった。

陽性であった患者髄液シよび標準株の原材料Kついて C5 7 B/6マウスK再接種を行なったがす

べて陰性であって再現性はみられなかった。

緒 言

スモンは患者発生の地域的な片寄りと，夏季に比較的多いととから最初は病原徴生物Kよる感染が

想定され，いくつかの細菌，マイコプラズス クイノレスが候補K上っていたが，いずれも追試Kよる

確認と再現性が不可能であって，最終的Kは井上博士らの主張するスモン関連クイノレスκ的がしぼら

れるようになった01)

スモン関連ワイノレスは最初はBAT6細胞にのみK感受性があるとされ， BAT6細胞VLi>~ける細

胞病原性の判読と細胞の維持の困難左ととから井上博士の周辺の一部の研究者κよってのみ研究が進

められていた。しかし昭和46年 8月5日K開催された徴生物部会， クイルスグループの第 1回研究

会にないて井上博士はCs7 /B  lack/6系マクスが感受性が高〈，脳内接種Kよって 2～3週間

後K発症，艶死する ζとを発表し，本タイノレスの追試，確認の道が開かれた。

材料および方法

。患者材料

-> (2) 
井上博士らがBAT6細胞Kよって高率Kスモン関連ワ イノレス乞分離した 北海道のスモン患者髄

液は昭和45年K北海道内の保健所，病院から送付された材料であって，－ 30℃のフ リーザ－！＇（保

存されてあった。とれらの材料は送付後直ちVL2介 してあったので融解の影響は少いと考えられる。
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2)1票準株

井上博士から分与された人 2倍体細胞K増殖Lた渡辺株である。凍結乾燥アンプノレの内容を l11re・の

法菌蒸溜水で溶してからEag 1 e M E M pH 6 . 5の希釈被で希釈した。

3)C 5 7 B/  6マウス

主として脳内接種K用いた C5 7 B/6マウスは日本クレア株式会社から妊娠マクスを入手し，出

生後24時間以内の晴乳マウスの脳内vco. 02円 ー o.o3m.e接種した。接種後マクスは最初は 1ク月，後

に3ク月間観察した。

結果

lf.fヒ海道のスモン患者髄液Kついてのスモン関連クイノレスの追試

スモン患者の髄液はそのまま，あるいは蹴菌食塩水で 5～10倍K希釈してから C5 7 B/ 6マク

スの脳内K接種した。結果は表lk示す通りである。

表 1

採取年月日 BAT6分離成績
C57/6 接 種

コー ド 発病年月 日 希釈 成 績

SF 1 844.9.10 84 5 . 4. 4 十 。
SF 6 845.3. 3 84 5 . 4 . 4 ＋ 1 : 1 0 

SF 19 845.5. 8 845.5.28 ＋ 1 : 1 0 

SF 24 S 4 4 .I 2 845.6.4 ＋ 1 : 5 

SF 33 844.5. 5 845.6.23 ＋ 。
SF 38 845.6.17 845.6.24 1 : 5 

SF 47 845.6. 9 ＋ 1 : 5 

SF 51 845.6.tS 845.6.26 ＋ 。 ＋ 

SF 55 844. 5 845.6.23 。
SF 56 s 45 .1 845.7.2 ＋ 。
SF 59 845.4 84 5 . 7. 2 。
SF 81 845 .6.20 845.7 。
SF 82 845.5.29 845.7.24 ＋ 。
SF 90 ＋ 。
SF 94 845.5 845.8-10 ＋ 。
SF 96 845.4.16 84 5 . 8 . 1 0 ＋ 。 ＋ 

SFI04 ＋ 。
SFI08 ＋ 。
SF112 845.8. 6 ＋ 1 : 5 

SF113 84 5 . 8. 6 ＋ 1 : 5 

SF114 845.4 84 5 . 8 . 6 ＋ 1 : 5 ＋ 

SF159 845.6 845 .8. 6 ＋ 1 : 5 

SFI80 845 .9. 5 ＋ 1: 5 

SF187 84 5 8 . 6 84 5. 8 . 6 ＋ 1 : 1 0 

SFl 91 845.8. 5 1 : 5 

SF194 84 5 .10 . 1 ＋ 1: 5 

SFI96 84 5 .I 0. 8 ＋ 。
SF202 84 5 .1 0. 8 1 : 5 

SF206 844 .11 845.10.30 ＋ 1 : 1 0 

計 2 J-'2 9 少29

噌
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2 9件の髄液をc5 7 / 6マクスの脳内K接種して 3件が発症している (10.3 % ）。BAT-6 

細胞では23件が陽性であって分離率は非常K高い ( 79. 3 % ）。発症例はいずれも BAT-6細胞

陽性例と一致するが井上博士の研究室でC57B /6脳内接種陽性であったSF 1 96は材1われの追

試では陰性であった。

発症したマウスは動作が緩慢Kなり，立毛， しんせん，四肢特K後肢のまひ，体重の諒少がみられ，

(3) 
とれらの症状は中村らの報告と一致する。

発症K要する回数とリッター中の発症マクスの数は一定 していない。表 2Kみられるよう KSF5 l 

は10日目， SF 9 6は17日目， S Fl 14は15日目K発症している。 また SF 5 1は4匹中 2匹，

SF 9 6は7匹中 3匹， SFl 14は5匹中 3匹のみが発症 した。

表 2
057B/6の脳内接種後の発症マクスの経過

ト ＼と 1 0 11 12 1 3 1 4 1 5 16 17 1 8 1 9 20 21 

（． （’ OP 

SF 5 1 （’ 〈． OP 
() p 
() p 

。。。 。。。。。 。。 。。 。。 。。 。。 。。oc 。。

SF 9 6 
。。 。。 。。 。。 。。 。。 。。 。。 。。 。。oc 。。

。。。。。。。。 。。。 。。。。。 。。0<! ． 
。 。 。 。 。 。 。 〈． ． 
。。 。。 。。。。。。oc’ 。〈．

0・。 。 。 。

SF 114 
。 。 。 。 。 。 。 。 。 。 。 。

。 。 。 。 。 （’ （’ ． 
。 。 。 。 。 ()P 

。。 。。 。。
0・() p 

Watanab e株 。 。 。 。 〈’ ()P 

( 1 0-1 ' i' p) 。 。 。 。 (I ()P 

。 。 。 。 〈． ⑩ 。 。 。 。 。 。

注 ： 0生存，⑩発症， ． 死亡，P病理組織学的検査

病理組織学的検査ではSF 5 1は脳，脊髄K脱鈍細胞浸潤は在 〈，神経細胞K変化はみられまか

った。 SF96とSF114は対照K比較して特記すべき変化はない。

S F 5 1, S F 9 6, S F 11 4Kついては原材料を初回と同ーの希釈を行ない， 057B／マクス

の脳内K接種したが陰性であった。

SF 9 6の初回の接種の際，発症死亡 したマクスの脳と肝，牌の乳剤を作b，それぞれ脳内と腹腔

内κ接種したが陰性であった。

対照としては正常人髄液2件， Eagle ME  M pH6. 5, 0. 1 %イ ースト エキス トラクト加培地

なよび同培地K 2 ~ら胎児仔牛血清を加えたものを用いたが全例陰性であった。
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C 5 7 B/  6マクス接種Kよb陽性であった髄液が採取された患者の病歴は次の通りである。

SF 5 1は48才の女性で住所は空知郡北村字砂浜である。昭和40年6月15日K腹部症状が出

現 し， 6月18日よ b両側の手指p 肘，ひざK知覚異常が出現した。キノフォノレム服用の有無は不明

である。髄液は6月26日に採取された。 SF96は釧路市の 46才の女性である。昭和45年 4月

1 6日か ら下痢があb，エマフ方ノレム 1日1fl ' 1 6日聞の投与を受けた。 6月3日よbしびれ感，

6月10日より歩行不能を来した。髄液の採取は8月10日である。 SFl 14は年齢不詳，小樽市の

女性であb，昭和45年より下痢が出現し， メキサフォノレム14錠の投与を受けた。 6月よ bしびれ，

歩行障害を来した。髄液の採取は 8月6日である。

2）標準株tてついての追試

標準株，渡辺株を I: 5, I : 1 0, 1 : 100 Oの希釈を行左っ・てから， I: 5と1: 100 0は脳内，

1 : 1 0を腹腔内K接種した。脳内接種分はすべて陰性であったが，腹腔内接種群は第 2表Kみられ

るよう 0:1 3日自に 5匹中1匹が死亡し， 1 4日目0:4匹が発症した。発症した4匹中 3匹は病理組

織学的検査を行左ったが残った 1匹はその後回復し，生存し続けた。

発症マワスの病理組織標本（Kユfiver-Barrera染色）は昭和47年 2月19日のスモン調査研

究協議会徴生物凱病理部合同会議の際，供覧したととろ，病理部会の白木博士は脱髄はみられず，

なそらくミエリン形成の抑制されたものであろうとの見解を述べた。

渡辺株はその後 l: 1 0希釈被を 2リッターのC57B/6マウスの腹腔内0:,I : I 0, 1 : 1 0 0, 

1 : 1 0 0 0, 1 : I 0 0 0 0希釈液を脳内K接種したが全例陰性であった。

考 察

昭和47年 3月13日K開催されたスモン謂査研究協議会の総会0:j;~いて，スモンと診断された患

者の大多数はキノフ fノレム剤の服用Kよって神経障害を起したものとする研究総括が左された。 しか

し総括K述べられているよう に3 患者発生の状況は地域的左集団発生とか，特定の病院，家族に集積

ナる等， キノフォノレムのみKよってスモン患者が発生 したと考えるととの困難左場合もあった。

昭和47年 7月20 K国立予研で開催された井上博士の提唱された因子K関する追試成績の検討会

では，国立予研の腸内ワイノレス部と病理部0:j;~ける成績の発表が在された。 C57B/6 マウス脳内

接種十てよっては発症マクスのリッター毎の頻度はきわめて低〈，病理組織学的検査では正常マワスk

bいても生後 2週間までの晴乳マクスでは脊髄のミエリン形成の不全があるととが指摘された。

われわれは現在スモンの感染説十てなける病原体の唯一の候補である井上博士のスモン関連クイノレス

Kついて C57B/6マクスを用いて追試を行念った。しかし実験成績では発症頻度はきわめて低か

った。スモン調査研究協議会徴生物部会第3回に井上博士は，同一材料を多数のリッタ－0:接種する

とと，希釈材料を接種するとと，観察期間を 3ヶ月以上とするととを要請したが， とれらの実験条件

を守ったとしても結果的K陰性例が圧倒的K多〈， しかも発症マワスの病理組織像に特異的な所見が
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得られないととから， SMO Nがウイノレス感染によるという確定的念根拠は乏しいものと考えられた。

本研究を逐行ナるK当り病理組織学的な検査K御協力載いた石倉正嗣博士（北大第2病理 ）と奥山

富三博士 （札医大第2病理）に深謝する。

文 献

1）井上幸重ほか ：スモン調査研究協議会研究報告書．必3・31～44，昭和46年．

2) Y . K . In o u e e t al. L a n c e七.v 01. 1 : 8 5 3-8 5 4 ' 1971 . 

3) Y.Nakamura et al.Lancet. Vol . .1:223-226,1972. 

-74-



I 序

SMON病原因子の検討

北原典寛， 多ク谷 勇

（国立予防衛生研究所 腸内ウィノレス部）

井上博士等はSMO N患者由来の材料から BAT-6細胞KOP Eを起す因子を分離し叉との因子

はC5 7 BL/ 6, dd系等のマウスVCRUNTING，立毛，四肢麻薄等の症状を惹起すると報告

している。 1, 2 

之等の報告の速やかな追試確認はかねがね望まれていたと ζろであるが， BAT-6細胞を良好左

状態K継代維持することが容易で左いとと， OP Eの判定がウイノレスKよる従来の Cp Eの場合と趣

を異にするととから司 BAT-6細胞Kなける Cp Eの検討は容易ではないと考えられるのであるが，

マウスvcJ;~ける RUNTIN G，立毛，四肢麻癖等の症状はその判定が比較的容易であると思われた

ので， BAT-6細胞K辛子ける Cp Eの検討K先立って今回はマワスKなけるスモン因子の病原性K

ついての井上博士等の報告の追試を行うとととした。

追試の方法としてはSMO Nと関連のある人由来の材料，主としてリコールをその偉又は人胎児肺

細胞を2回通過した後 C57BL/6の生後24時間以内の新生児マクスK接種，接種後3ク月間観

察して異常の発生の有無をみるとととした。試験したリ コーノレのうち1例は名古屋大学永田教授から

分与されたSMO  N患者のリコールであるが他は予研甲野，多ク谷博士を介して入手されたもので之

等材桝の由来等の詳細Kついては全〈知らされてい左い。左名、追試の具体的方法，手技Kついては混

乱を避ける為K井上博士等の方法と可及的K同様の方法を採るととK努めた。

II 実験材料ならびに方活

マクスK接種した材料は次の通りである。

SL-Nagoya｛｝： 名古屋大学永田教授から分与戴いたSMO N患者からのリ コールである。と

のリコーノレは井上博士K送付されBAT-6細胞での CPE Kついて検討され陽性と判断されたもの

である。

SL-Nagoya P-2：上記リ コーノレの人胎児肺細胞2回通過材料である。

S L-40.6 P-2 J;~ より S L-40.7 Pー2：予研平野，多ク谷両博士を通じて供試されたり コール

のうちの2例の人胎児肺細胞2回通過材料である。とれ等のリコーノレKついての詳細は知らされてい

ない。

SL-40.0P-2：供試リコーノレの人胎児肺細胞の通過と併行して，最初の人胎児肺細胞培養への

接種をブランクKした外， リコールを通過したのと全〈同様在処置をして得られた人胎児肺細胞培養

液対照である。

リコーノレ通過に用いた人胎児肺細胞は人胎児から直接準備されたもので， 10%牛胎児血清加Eagユe
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氏液で継代じたもので， リコーノレの通過Kはその14乃至16代の継代を用いた。通過に当ってはリ

コーノレのEagle氏液での10倍稀釈のo.1 m.eを，ローラーチューブK完全Kシートを作b培養液を2

%牛胎児血清加Eagle氏液1m.e vc交換された人胎児肺細胞に接種し， 3 5土 1°c vc 1週間培養した

後，その培養液のみを採集した。ヒの培養液を Eagle氏液で 10倍K稀釈したものの0・1m.eを再び

初代通過と同様Kして人胎児肺細胞を通過した後，培養液を採集3,500RPMで20介間違枕し，

上清を 29ら牛胎児血清加Eagユe氏液で 10倍K稀釈して保存した。リコール， 人胎児肺細胞通過材

料等はすべて常vc-7 0°C以下（REVCO冷凍器） vc保存した。

接種K用いたマクスは C57BL/6の生後24時間以内の新生児である。リ コーノレ原被又はその

人胎児肺細胞2代通過材料を 2%牛胎児血清加Eagle氏液で 10倍K稀釈したものの 0.02～0.03

dを脳内附難した。観察期間は90日間とし，異常を呈したマクスは死亡寸前と判断される時期同

研病理部へ送付した。異常を認めなかっ たマクスもその一部を対照として病理部へ送付した。

nr 実験成績

現在までK得られた成績を表］（！（示す。 リコール材料接種群VC:接種後主として2～3週後四UNTING, 

立毛，四肢麻薄を示すマウスが認められた。との症状を呈するものを一応発症と見倣した。井上博士

等は四肢麻揮と記載されているが発症と認められるマウスは無理に歩行を強いると当初歩行が困難で

あるが，繰り返して歩行を強いると可成りよく歩行する様Vてなb，時間をbいて観察すると再び歩行困

難Kなってbり特異な歩行障害の症状であった。

表 1. SM  0 N材料のマクス接種成績

接種材料 リ ァ タ ー毎 の 成績
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マウスは C57BL/6，接種材料の10倍稀釈液0.02～0.03ml を生後 24時間

以内の新生児の脳内K接種，接種後3ク月間観察

SL-Nagoya （｝ ：；永田教授よ D分与，SMO N患者り コーノレ原液

S L-NagoyaP-2：上記リコーノレの人胎児肺細胞2回通過

s Lー必：6 P-2 1 
｝リ コールの人胎児肺細胞2回通過

SL-.16:7 Pー 2} 

S L-.16: 0 P-2：人胎児肺細胞培養液対照

1イ（1 7) -

1ロ（1 6) 

。
ホ

6 

イ．発症と見倣されるマウス数

ロ．明確左発症を認められるとと左〈死亡したマクス数

ノ＼ 正常の僅病理部へ送付したマウス数

一． 括弧内のアンタ・ーラインは病理部へ送付したマウスを示し，

数字は接種後病理部への送付迄の叉は死亡迄の回数を示す。

ホ． 3ヶ月聞の観察数， リッタ ー毎，接種後1週間以内の死亡

例を除〈。

〉｜く とのマウスCみは運動が活発で念〈両後肢K運動障害が認められた。

材料接種群Kも対照群十ても明らかな症状の発見をみるととなく死亡するマウスがるb，発症と認め

られ病理部へ送付されたものを死亡としてリ ッター毎の死亡数を比較すると材料接種群と対照群との

間K有意の差は認められ左かった。 （表2) 

表 2. 発症と見倣されるマクス及び明らかな症状を認められるとと

なく死亡したマウスのリッ ター毎の発生頻度

接 種 材 料 リ ン ター毎 の 莞 生頻度

SL - Nagoya 。 2/ 
6 

2/ 
4 

。／
6 

1/ 
9 

SL-Nagoya P-2 1ノ／10 。／
8 

2/ 
6 /s-1 

。／
7 

1/ 
7 

SL-,%,6 P- 2 。／
5 

。／
3 

。／
6 

s L一必：7 P-2  1/ 
5 

2/7 i~o 

S L-1仮（） P-2 。／
6 

l/g_2 ぺ－2 3/ 
7 1/7-1 

。／
8 

1/ 
5 

1/ 
6 

無 処 置 。ノノ10-8 
。

づ－2

発生数

接種後3ク月間の観察数

分母の減じた数は正常の憧病理部へ送付したマウスの数，従って分子Vては含まれない。
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しかし明らかK発症と見倣されたマウスKついてみると，対照、群Kはその発生はな〈， 発症と認め

られるマクスは材料接種群Kのみ発生した。ただしその頻度は低〈 ，リシタ ー当 !J2匹をとえると と

はなかった。

表 3.発症と見倣されるマウスのリァター毎の発生頻度

接 種 材 料 ツ ター毎の発生頻度

SL - Nagoya tJ 1/ 
6 

2/ 
4 

。／
6 

1/ 
9 

B I.r-Nagoya pー2 1ぺ。 。／
8 

1/ 
6 1~－ 1 。／

7 
。／7

S L-.46. 6 P-2 。／
5 

。／ 
3 

。／
6 

SL-.46:7 P-2 1/ 
5 

1/ 
7 。ぺ。

s Lー必：o P-2 0/ 
6 o/g_2 o~－2 。／

7 。／7-1

。／
8 

。／
5 

。／
6 

無 処 置 。ぺ0-8 づ－2

発生数

接種後3ヶ月聞の観察数

分母の誠じた数は正常の偉病理部へ送付したマクスの数，従って分子Kは含まれ左い。

W 考察

井上博士等C報告する新生児マウス脳内接種Kより惹起される症状即ち立毛， RUN T工NG 

四肢麻揮を呈するものがリ コーノレ材料を接種したマウス十てみられた。対照群Vてはその様左

出犬を示したものはなかった。しかし左がらRUNTIN G，立毛，歩行障害等の症状を呈したもの

は1リシタ－(IL 1又は2匹で，井上博士等の報告の如〈高率Kは認められなかった。 又対照群Kも死

亡するものがあり，それ等の死亡例KはRUNTIN G，歩行障害等は認められなかったが，単K死

亡したマウスの数から判断するとリコーノレ材料接種群と対照群との間K差は認められなかった。しか

は月らかKRUNTING，歩行障害を呈したマウスの発生は対照群Kは認められ左かった ζ とから，

この発症は接種されたリコーノレ材料と何等かの関連を有するものと考えられる。

表K示された成績は何れもリ コール又はリコーノレの人胎児肺細胞の2代通過材料を 10倍K稀釈 し

たものを接種して得られた成績であるが，更K高稀釈の材料を接種した場合の異常マウスの発生頻度
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を検討するととが必要であb，叉異常を呈したマウスの材料からの継代実験を行うととが肝要である。

しかし：念がら異常を呈したマクスが特異的左発症であるか否かを確定する方法が現在のととろ未だ無

〈，又異常を呈するマウスの発生頻度が低いので3 接種材料の稀釈と異常マウスの発生頻度を定める

実験， マワスUてよる継代実験を行うととは極めて困難でさうると考え られる。

との点を解決するためK材料接種Kよる異常マウスの発生頻度を高める何等かの方法を見出すとと

か望される。

ENDOXAN（塩野義）の使用を一部試みたが予備実験の域K留った。

V 要約

井上博士等のSMO N因子のマワスK対する病原性tてついての報告の追試を行った。

供試されたリコーノレ材料を接種されたマウスK井上博士等の報告の知＜ RUNTIN G，立毛，歩

行障害を呈するものが認められた。しかしその発生頻度は低かった。

接種材料の稀釈K伴う発症頻度の検討，継代実験による検討を行う Kいたらず， SMO Nの病原因

子の存否を定める明確念成績を得るK至っていない。

文献

I）中村良子， 井上幸重 ：SMO  Nのウイノレス学的研究 JI. 分離ウイノレスの病原性 1971，クイ
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2) Y. N AKA MU RA, Y. KAND A 工No U E : Pathogenic i ty of Vi nus as-

sociatad With Subac u七e Myelo-Optico-Neuropathy 1972, Lance七，

Jan.29, P. 223～226. 
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I 序

SMON病原因子の検討

2: 接種マウスの病理組織学的検索

内田信之，大川時忠，

橋 本 魁， 江頭靖之

（国立予防衛生研究所病理部〉

井上等の提唱する SMO  N病原因子につき，予防衛生研究所腸内クイノレス部の北原等はマウスを用

いて実験を行った。吾々は病原因子接種マクス （発症したと思われるマクスを含む ）と，対照と して

培養液のみを接種したマクス及び無処置マクスを剖検し，主として中枢神経系の所見を観察 した。と

れとは別に井上等の実験K公いて C57BL/6マクスは発症し病変も起るが， ddマクスでは起

らないという現象を理解するためK，病理部十てないて飼育した 2系統 （C57BL/6とdd y）の

無処置マウスの中枢科経系を組織学的κ生後 3～30日間観察し， とれら両系列の材料の観察結果か

ら病変を検討した。

JI 実験材料ならびに方法

接種材料，接種法は北原等の報告K記載されている。

異常を呈したマクスは，概ね死亡直前の状態で病理部K渡された。マワスの組織固定は井上博士から

ら送られたメモK記された方法にできるだけ忠実陀従って組織像の解釈以前の問題が左いよう K努力

した。即ち， N embu七al(Abba t℃ Lah製）60 ~／K9をマウスの腹腔K接種 し，深麻酔下で

胸部を切開し，固定液（主成分はparafor ma ldehyde ）に連在る注射針を左心室K穿刺し，右

心耳を切断 してから除々K潅流固定を行った。中枢神経系の取出 し方や其他についても井上等の方法

K準じて行った。

組織の脱水，パラフィン包埋，薄切等は通常の組織標本製作法K従い，染色はへマトキシリン・エ

オシン 2重染色，髄鞘について luxol fast blue染色及び軸索十てついてHolmesの鍍銀法

を用いた。左シ適宜とれらを重染色として全一標本陀利用した。

][ 実験成績

A.北原らの実験マウスの病理組織学的検索．

病理所見の記載の便宜のためにマウスK個体番号をつけた。従って北原等の表 2(fCとの個体番号を

加えたものを表 Hてかかけ．た。番号の初めの数字はリッターの番号で，後の数字は個体のリ y ター毎

の通し番号である。マクスへの接種は生後 24時間以内K行われたので接種後日数と生後日数は同ー

とみ左してよい。組織学的に検索した接種群と対照群のそれぞれの検索時期と個体番号を表2Vてまと

めた。
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表 ト

接種材料

SL-N agoyaO 

SL-Nagoya 

P-2 

s Lー必6
P-2 

s L一必7
P-2 

s Lー必 O

P-2 

対

無

処

照

置

C57BL/6マクスのリッター毎の発症並K死亡

発生頻度と組織検索番号表

（北原の表1,2を参照せよ）

発生 マ ウス 莞生 マクス 発 生 マクス

頻度 fi6. 頻度 116. 頻度 ／阪

／係
／伝

% 九 4 - 1 % 2 - 1 4 - 2 

116. %。 九 九 〆紙

21-1 2 3-1 

% う今

% 九 % 

% 116. 
う今 %。8 - 1 

110. ／阪

うも うも－2 19-1 九－2 2 0-1 
19-2 20-2 

~－1 
116. 

九 う令27-1 

ルM
116. 

少7-2
116. 

7 - 1 11-1 
7 - 2 11-2 
7 - 3 

7 - 4 

7 - 5 

7 - 6 

7 - 7 

7 - 8 
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発 生 マクス

頻度 116. 

う合

〆伝

~－1 24-1 

24-2 

% 

予言



表 2.

ー守

全

接 種 材 料

数

8 L-Nagoya 8 25 

8 L-Nagoya 

P-2 
43 

8 Lー必 6 P-2 14 

SL－必 7 P-2 22 

8 Lー必 O

P-2 
52 

（培地接種）

無
1 7 

対

処

照 置

接種材桝別の発症頻度 と

組織検索例の接種後日数表

ク Jえ 数 組

発 非死 匹

発

症 症亡 数

4 1 3 

3 2 4 

。 。 。

2 2 1 

。 7 5 

。 。 1 0 
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織 寸戸＂＇.： 的 検 索

個体番号
接 種 後 日 数

（生後 日数）

4 - 1 1 5 

4 - 2 1 5 

2 - 1 1 7 

2 3 - 1 1 2 

2 1 - 1 1 3 

2 4 - 1 2 2 

2 4 - 2 2 2 

8 - 1 1 1 

2 0 - 1 7 

2 0 - 2 7 

1 9 - 1 9 

1 9 - 2 9 

2 7 - 1 6 6 

7 - 1 1 2 

7 - 2 1 2 

1 1 - 1 1 4 

1 1 - 2 1 4 

7 - 3 1 9 

7 - 4 1 9 

7 - 5 3 3 

7 - 6 3 3 

7 - 7 3 4 

7 - 8 3 4 



( 1）接種群の病理所見 ： マウスK病原因子を接種後病理学的検索したうち最も早い例は11日（必

8-1 ）である。との例は脊髄の頚，胸，腰髄Kついて脊髄錐体路がluxol fas七 blue （以

後LF Bと略す）vc染bが弱い（写真 1）。 12日例（必 23-1）の症状としては，北原等の記載

にあるようK発症していたが，剖検で極めて強い脳水腫が認められた（写真 2）。とのマクスの組織

所見としては胸髄と腰髄の錐体路のLF Bの染色性が弱いが，他の部分も染色性がある程度弱かった。

従って脊髄錐体路のみの特異的病変とは考えられ左かった。

1 5日例 （必4-1,4-2）は2匹とも頚髄の錐体路が他の部K比してLF Bの染色性が弱かっ

た（写真3）。 17日例（必2-1）は，脊値上部の錐体路のLF B染色性が弱かったが，腰髄は一

部染色性を示す処があった。

2 2日例の必24-1は症状を示し， 必 24ー 2は症状を示さまかったが，2匹と も胸髄の錐体路

のLF Bの染色性が弱かった（写真4,6）。必24 -1の腰髄は髄鞘の通常存在する部分はすべてL

F BVC良い染色性を示した。なを必24ー 2は症状が念かったが脳水腫が強〈，脳皮質は萎縮し，中

枢神経系の発育障碍があるものと考えられた（写真5）。

以上の脊髄錐体路のLFBVC対して染色性が弱い部分を鍍銀法tてよって軸索を検索した。併し顕著

念変性は見られ左かった。ただ脊髄錐体路tては，対照、群Kかいても全じであるが，少数の散在する太

い軸索が分布していて，他の後索知覚領域の中聞の太さの軸索の密集している分布と比較すると，前

者は鍍銀法十てよって染色性が薄めに後者はやや置く見えると云う相異は見出された。

(2）対照群の病理所見 ： 対照と して生後7～66日迄C5 7 BL/ 6,1 5匹を検索した。

7日例 （必 20-1, 20ー 2）は2匹とも脊髄の髄鞘の染色性がやや少いが，特K錐体路の染色

性が弱〈 ，他の部分との聞に差があった（写真7）。 9日例（必19-1,19-2）は2匹とも脊

髄の髄鞘は全般的VCLFBK対してやや染色性が弱いが錐体路が特K染色性が弱かった。

1 4日例（必11-1,11ー2）は必 11ー 2の腰髄を除いて，脊髄錐体路のLFB K対ナる染

色性がやや弱かったが，殊tて必11 -1の胸髄の錐体路は明らかκ染色性が弱かった。 19日例（必

7-3, 7-4）は2匹とも脊髄錐体路のLF Bの染色性が弱かったが，特に必7-4の頚髄の錐体

路は弱かった（写真 8) 

3 3日例（必7-5,7-6 ), 3 4日例 （必7-7, 7-8）は何れの部分でも，髄鞘がLFB 

K良〈染っていた（写真 9) 

6 6日例（必27 -1 ）は発育悪〈，発症類似の症状を示したので検索した。脳Kは，脳水腫Kよ

る脳室拡張があb，脊髄の髄鞘存在部位はLFB K良い染色性を示し， 腰髄の錐体路は他よb寧ろ強

〈染っていた。

B. C5 7 B L/6系と ddY系との脊髄発育段階の比較．

病理部vci,~ lnて飼育した C57BL/6とdd Yを生後3～30日組織学的K検索した。 C5 7BL 

/6は髄鞘のLF BVC対する染色性が全般的vc1 0日頃まで弱 〈，特K錐体路の部分が弱い（写真 10,
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11）。 30BKなると脊髄髄鞘、の染色性が錐体路でむしろ強〈なっている。とれに比べて軸索は10 

日頃よb染色性が良〈在る。とれK対 してdd Yの脊髄髄鞘の染色性は 5日までやや弱〈，特に錐体

路は殆んど染っていない（写真 12 ）。 10自にまると髄鞘の染色性が出て来るが，錐体路はやや染

色性が弱い。軸索はC57BL/6と全じく 10日以後染色性が良〈まる。

W 考 案

井上等の論文 K::t~いては，中枢神経系のうち殊K脊髄の後索K特有な変化があ b ， とれはヒトの

SMON K類似の病変であると記載してあるので，吾々 もとの点K特別の注意を払いつつ観察 した。

以上の吾々の検索結果から見ると井上等の因子を接種したマウスのうち少数は，脊髄錐体路の髄鞘

のLFB  K対する染色性が弱い（写真 l, 3, 4, 6，）ととは確かである。しかしとれらの例の軸索

を検索した限りでは特に変性があるとは見え左かった。即ち少くとも軸索変性と髄鞘の変性とが共存

する病巣は観察されなかった。

左手b接種群の何れにないても脊髄後索知覚領域K変化は見られず， ヒトのSMO  Nの時十て見られる

知覚領域K特K強い変化を示す所見と比較すると相異があるととK在る。

更に対照、例を検索すると， 1 9日例及びそれ以前Kないては，脊髄錐体路髄鞘のLFB K対する染

色性は弱いととがわかった（写真7' 8 ）。 一般KLFBK対する染色性は，生後一定の期間K生理

的K次第に現われて〈るものと考えられる。なな 33, 34, 66自の対照例では， との時期K髄鞘

が完成しているためか，錐体路の染色性もよくなっている。

とれらの所見をよ bよ〈理解するために更K，北原等の実験とは別K飼育した057BL/6系と

dd  Y系マクスUてついても，観察を行い，その結果マクス幼若時の髄鞘の染色性Vとついての知見は沙諸

t.k b確実に在ったと思う（写真10,11, 12）。

叉接種群，対照群の何れにも脳水腫を示す例があった。

以上の所見から考えると，上記接種群マウスに見られた脊髄錐体路の髄鞘のLF B染色の弱さを髄

鞘の変性と解して，その組織像と井上等の病原因子を接種したマクスのうち少数十て起った臨床症状と

を関連づけ，組織像と病原因子との間K直接の因果関係を求めるの十てはなな問題があり，更K今後の

検討を必要とするものと考える。

叉ヒト胎児肺細胞培養液のみを接種した群で死亡例がかなりあるが，所謂発症とみなされる症状を

示して死亡する例が少いととの原因も追求する必要があると思われる。

V 結論

井上等の病原因子を検討するためK北原等がCs7BL/6系マクスを用いてお、と走った実験Kつ

いて，病原因子接種マウスと対照マクスの中枢神経系， と＜ K脊髄を組織学的に検索した。同時kd 

d Y系マウスを対照としてなとなったマウス脊髄についての髄鞘の発達時期を追求した実験結果をも

考慮すると，脊齢佐体路の髄鞘の弱染性と病原因子接種との問K直接の因果関係があることを肯定で

きる結果を得るKいたらなかった。
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写真説明

矢印はすべて脊位錐体路と其他の部分の境を示す。

1.必 8-1, 8 Lー必7P-2接種． 1 1日．胸髄後索. Holmes-LFB重染色 ×25 o. 

2.必 23-1, SL-Nagoya pー2接種. 1 2日．大脳悩室拡揚 .HE 2重染色， X25.

3.必 4-1,8工「Nagoya（｝ 接種.1 5日．頚髄後索. LF B染色 ×1 0 o. 

4.必 24 -1, SL-Nagoya P-2接種. 2 2日．胸髄後索.LF B染色 ×2 5 o. 

5. I伝24-2, SI「 NagoyaP-2接種． 2 2日．大脳（脳室拡張）.HE 2重染色 ×25.

6.必 24ー 2, SL-Nagoya P-2接種． 2 2日．胸髄後索.LF B染色 ×2 5 o. 

7.必 20-1, SL－必OPー 2接種． 7日． 頚髄後索. LF B染色×25 o. 

8.必 7-4，無処置． 1 9日．頚髄後索. LF B染色， Xl 0 0. 

9.必 7-6，無処置.3 3日．腰髄後索 LF B染色 ×250. 

10. Cs 7BL/6，正常無処置． 3日． 胸髄 （斜断〉後索.Holmes-LF B重染色 ×2 5 o. 

11. Cs 7 BL/6，正常無処置． 1 0日．胸髄後索. H oユmes-LFB重染色，X250. 

12. d d Y，正常無処置． 5日． 頚髄後索.Ho lmes-LFB重染色，×10 o. 

参芳文献

NakamuraφY., Kanda Inoue, Y. Lancet, 1972, 7744, 223. 

Pathoge nユC工℃y of virus associated With subacute myelo-

optico-neuropa七hy.
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はじめに

ス モ ン研究班報告

石 田 名香雄，中村喜代人

（東北大・医・細菌）

分離ワ イルス学は発病病理機構の解明Kまで責めを負わねば左ら左い。われわれはかねてからスロ

ークイルス感染症K興味をもち，その病理機構をin vi℃r o系K於て理解するととを目標Kして研

究をつづけてなり，との立場からスモン研究斑K参加している。近年，sSP Eの病原体としての麻

疹ワイノレスが脚光をあびて来たが，その発病病理機構K関しては全〈推定の域を出ず，単Kそれを解

析するための手がかbを得たと云うK過ぎない。本疾患K代表されるよう K，スローウイルス感染症

の多くは中枢神経系を主な病変の場としている。とのことは

I）脳K於けるウイルスの増殖は，いわゆる致死的感染系とは可成b異在ったパターンを示している

のではないか。

2）また抗体存在下でもワイルスが存続し得るよう な条件を備えているのでは左いか。

と云う可能性を考えさせる。とのよう念可能性をラシト由来のグリオーマ細胞と麻疹ウイノレスの系を

用いて検討した。

材料と方法

I. ワイルス ：麻疹ウイノレス Edmonsto n株のHela-S3細胞継代培養液を親ウイルスとして用

い，感染価の測定はVero 細胞を用いたブラ y ク法で行った。

2. R G-6細胞 ：ラシトグリォーマ由来のクローン化細胞（ p.Benda et al., Science 

161, 370' 1968）で，慶大医学部中沢博士から分与を受けた。培養Kは10%の牛血清を含む

ME Mを用いた。

3. 盛光抗体法 ：j蒜疹ウイルスK対して高い中和抗体価をもっ成人血清を一次抗体とする間接法で行

った。

4. 抗麻疹クイルス家兎血清： s3細胞で増殖したウイノレス液で家兎を免疫して得られた血清で512

倍の中和抗体価を示すものを用いた。

実験成績と考察

1. R G単層培養K麻疹ワ イノレスをm.o.i.l0倍で感染させると， 感染後24時間目から抗原合成

細胞が出現し以後急速Vてその数を増し， 30～ 4 8時間で最大値K達する。しかしその時の抗原合

成細胞は全体の.S%を占めるK過ぎず，残りの95%の細胞では抗原の合成は認められない。

2. とれらの抗原合成細胞の数と Vero細胞上での感染中心の数とは一致するととから， ワイノレス

感染グリア細胞は完全なウイノレスグノムを持つものと思われる。

3. 次Kζれらの細胞での感染性粒子の合成を検討した。 RG細胞をm.O.i.4で感染させreleased
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viru s及びcell-associa℃e d viru sを経時的K測定したととろ，両者共K最大値は感染

中心の数の ］/ 1 0 K過ぎない。とのととはグリアの感染細胞内ではワイノレスの感染を極端K妨げる

ような機構が存在しているととを示唆している。

4. 既K述べたよう K大部分のグリア細胞では抗原の合成を認めるととは出来ないが，とれらの細胞

は麻疹ウ イノレスの感染K遺伝的K抵抗性をもっ細胞集団左のであろうかのRGから略ぼ50クのク ロ

ーンを得てワイ ノレス感染を行ったところ，完全K抵抗性を示ナクローンを得るととは出来在かった。

5. R G細胞集団K対するウイルスの吸着効率を83細胞集団K於けるそれと比較したととろ，両者

間K有意の差を認める ζ とは出来なかった。とのととは抗原合成を行っていまい細胞でもウイノレスの

吸着は起とっているものと思われる。しかしそれ以後の過程Kついては不明である。

6. R G細胞でのウイルス粒子の合成は非常K少ないが，感染細胞はすべてVero細胞上で感染中心

となり得る。そとでワイノレス感染RG細胞からVero細胞へのワイノレス伝播様式を抗血清を用いて解

析した。ウイノレス感染RG細胞を抗体を含む培地K浮遊しVero細胞の単層培養K接種し培養を続け

ると， 3日目Kワイノレス抗原をもった巨細胞が出現する。とのととはRG細胞からVero細胞へのウ

イルス伝播は中和抗体の作用を受け左い形で進行する事を意味する。またRG細胞は巨細胞を作ら左

いのでVero細胞聞のウイノレス伝播も同様の機構Kよって起ζっているものと思われる。

まとめ

1. 麻疹ワイノレスをラットグリオーマ由来のRG- 6細胞K感染させると， 5 9もの細胞Kしか抗原合

成を認める ζ とが出来左い。その細胞での成熟粒子の形成は平均0.1ク以下であるが，その細胞は

Ver o細胞上ですべて感染中心となり得る。残Pの95 %の細胞は遺伝的K抵抗性をもつものでは

なく吸着過程は正常K進行するものと思われる。従がってRG細胞K於ては吸着以後のウ イノレス増殖

過程を強〈抑制する機構が存在し， しかもその抑制の度合は細胞伊ljの生理的条件Kよって種々の程度

K表現されるものと思われる。

2.麻疹ウイノレス感染RG細胞及びVero細胞から非感染VerO細胞へのウイノレス伝播は中和抗体の

存在下Kも進行する。その機構は不明であるが，その事は脳K於けるウイノレス存続の理解K役立つも

のと思われる。
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