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第一章 緒 論

　ニュ。カッスル病ウィルス（NDV）は抗原的には単一であるにもかかわ

らず，病原性の多様性が認められている。またその分布も全世界的であるこ

と，および多岐にわたる生物学的諸性状を有することが知られている。

　1927年，Doγユe　（1927）は英国ニューカッスル地方にみられた

伝播力旺盛な，かつ致死的な転帰をもたらす鶏の急性疾患から病原体を分離

し，既知家禽ペスト・ウイルスと交叉免疫試験の結果，本疾病を独立した疾

病としニエ一覧ツスル病（恥wcast■e　di8ea8e）と命名して報告した。

しかしながら，本疾病はすでにインドネシアを中心に東南アジア地方におい

て・広範囲に発生が認められており，これら遠隔の地域にみられた相接した

発生については，病原ウイルスの同一由来性を示唆する説もあるが（Levine

1964）いつれにせよ病因学的に同一性状のウィルスによる事は間違いな

いところである。すなわち，Doyユe　（1935）はJava，Phili：ppine

および英国の各々の鶏の伝染性疾患の病原因子は血管学的に区別できないと

報告し，さらにBeach　（1944）はA皿ericaにおける鶏の呼吸器および

神経系をおかす伝染性の疾病の病原因子がNDVであることを報告し，本疾

病の分布がすでに世界的であることを示唆した。

　NDの英国における病勢は極めて激しい型であり，鶏の年令を問わず罹患

せしめ・致死率は98～100％であり（Doyle．1927），インドネシ

アにおける本疾病の病勢もほ讐同様であり致死率も殆ど100％であったこ

とが知られている（Levine　1964）。NDのこの型は，その存在が多

くアジア地域に認められたことから，急性経過をただり致死的な転帰をもたら

す急性型を．NDアジア型と云い，この際の原因ウイルスを，強毒型

（VeユOgeniC　type）と呼ぶようになった。
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　アメリカにおいて認められたNDは，アジア型とは異なる性状を示した
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　♪
初め比較的軽度の呼吸器系，および神経性の疾患について報告があった

（Stover．1942）。　次いでこれら疾病が血清学的にNDであると認め

られ，さらに鶏感冒（chickθn　flu），9日肺炎（nine－day　peumoniの

および肺脳炎（Pneu皿oencephaliti8　）　と云われていた疾病の殆

どはNDであり，本病はすでにアメリカ本土に分布している事が証明された

（Beach．1944）。この型の病勢は比較的緩慢な経過をたどるものであ

って，Doy■eによって報告された病例とは異なる型である。

　アメリカにおけるNDの病勢は鶏日令により異なる。若鶏では神経性の病

状をみるが，成鶏では殆どなく，また回復も早い。この型のウイルスは，熱

帯または亜熱帯地域に多発する前記アジア型とは，特に成鶏に対する態度か

ら判別しうるようであり，中間毒型（MeSOgθniC　type）またはアメリ

カ型と云われている。

　一般に高度に感受性である若令鶏でも極く軽度の呼吸器系症状を示すのみ

で全ぐ神経症状を欠く病原性の著しく低い症例や，さらに全く病状を示さず，

血中抗体の変化から感染が察知できるような例からもウィルスが分離されて

いる（Minard　．1949；As：p■in．1952；Hitchner．1948）o

このような病原性の極く軽い，または全く病原性を示さないNDVを弱毒型

（Le腫tOgenic　type）と呼んでいる。このようにNDVは病原性の上

では極めて差があることが知られているが，これに対してワクチンに用いら

れるウィルス株は従来病原性の強弱にとらわれることなく無差別的に単一な

ウイルス株が用いられていることからNDVの抗原としての多様性はないよ

うに考えられる。（Jungherr．1962；Thomp80n．1952）

　本病防遍のためのワクチンには生ウィルスワクチンと不活化ワクチンとが

用いられている。不活化ワクチンはBeaud．ettθによって開発され，

（Lancaster．1964）後，　Gi■■（1959）やHaig（1962）
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によって広範囲に追求された。さらにウィルスの不活化因子としてベータプ

ロピォラクトン（BPL）が有用であることが知られていらい（Logrippo．

1955）NDVのBPLによる不活化ワクチンが開発され広く用いられて

いる　　（Pierc）r．1964；Hofstad．1965；K：eeb■θ．1962；

五十嵐．1964）o

　また生ウィルス・ワクチンとして，B1株によって代表される本来の弱毒

型ウイルスによる生ワクチン（Hitchner．1948；A8plin．1952）

と，本来の宿主以外の場で連続的に継代増殖を行なって人為的にもとの強化

型から弱毒型へ変異せしめられたウィルス株（T．C．N．D）　（Bankow8ki

1958．1962）によるワクチンもある。さらに比較的病原性の低い，

かつ免疫性の良好なウイルス株（Vonroake1．1948；Beaudette．

1949；Komorou．1947；C■ancy．1949）による生ウイル

ス・ワクチンもある。このようにワクチンの製造様式には種々あるが血清型

すなわちウィルスのTy：pe　による区別はない。

　NDVは，その最も特徴あるMarkerである病原性については鶏に対し

て3つの異なる性状を有しており，さらに株特異性とも云うべきいくつかの

生物学的性状を有することが知られている。

　インフルエンザ・ウイルスに血球を凝集する性質のあることがHir8t

（1941．1942）によって認められていらいこの性状について，多く

のウィルスがテストされた。NDVも赤血球凝集能を有しこの現象はNDV

免疫血清により特異的に抑制されることがBurnet　（1942）によって

見出されてから，赤血球凝集能はNDVの特異性状の1とされている。さら

に，NDVは他種動物，例えば多くの両棲類爬虫類および鳥類の赤血球を

も凝集する（Clark　1943）。また哺乳類赤血球に対する凝集能は

NDウイルス株によって異なることが知られている（Winsユow．1950）。

この性状の差，例えば牛および馬赤血球に対する凝集がNDVのStrain

ty：Ping　　の1つとして用いられている（Pou■tny　di8ea8e
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Subcomlni‘t重ee　，　1965）　o

　NDVの鶏赤血球凝集能は，株によって熱抵抗性に差がみられる。56℃

に加温されると株によっては全く凝集能を示さなくなる例があり，また反対

に長時間加温されてもこの性状を維持している株もある。　（Han80n　．

1949）。この性状はその株の鶏および鶏胚に対する感染性とは必ずしも

比例するものではないことが知られている。

　NDVの培養細胞に示す態度については，　TapacioによってNDVの増

殖が培養細胞上で証明されていらい，数多くの細胞系について追求されてい

る（Bankowski．1964）。すなわち本来の宿主である鶏由来の細胞

のみ左らず，豚．牛．猿およびモルモット等の腎臓細胞に，さらに数種の動

物腫瘍由来の継代細胞にも増殖することが知られている。NDVは，本質的

に培養細胞に於いては，細胞融合性の巨細胞を作り，また細胞質内にエオジ

ン好性の封入体を形成する。　（Brandt．1958；Butler．1965；

σhurchi■1　．1965；Ch　．1961；　John80n．1964　；

Whee■○・k・1961；Tanak・．1959；R。d・igu・・．1964；

P「ince．1957）。　しかし，　NDV各株の各種培養細胞に対する態度

は必ずしも画一的でない。　（Durand　and　Ei8en8tark　1962．
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　■　　　　　　　　　　　　　，

Gelenczei　and　　Bordt．　壌960）o

　動物ウィルスについて，ブラック法を応用し，ウイルス定量法の精度を単

一粒子に近い1！ペルまで引上げ，さらに基本的なa8sayの確立はともに

Dulbecco　（1952．1954）によってなしとげられた。さらに

Du■beccoはNDVの鶏胎児培養細胞（CE）におけるブラック産生の可

能性についても示唆している。Bouer（1958）はNDV5株を用いて

各々のCEにおけるブラック産生能を検索し，接種5日後には各株とも

峨0～5・0憩mのClear　typeのブラックを産出することを報告した。さ
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らにNDVのCEに示すブラック集団には形態およびサイズに多様性のある

ことが知られ（Granoff．1959；　Thiry．1965），NDVの

ある種の株の病原性はCEにつくるプラツク・サイズに関係のあることが知

られている　（Baron。1964）。

　あるNDV株がCE上に示したブラック集団から，主としてサイズによる

選択およびクローニングを行なって得られたクロン・ウィルスについても，前

記のような病原性を含めた諸性状を検索して，遺伝的かつ潜在的にその集団

が保有している生物学的性状にも株固有性の存在することが明らかにされて

いる　　（Gran◎ff．1964）o

　著者は，1967年忌中心として最近5ケ住に亘って局地的に流行した例

や，連続的に頻発流行した例から分離した9株のNDVについて，病原性を

含めた生物学幽玄性状を追求した◎すなわち各分離株の鶏および鶏胚に示し

た病原性から，中間毒血ウイルス1株，強春型ウィルス8株に分けられ，8

株の強毒血（同程度の病原性を示した流行ウィルス）の中にも，他の生物学

的性状検索の結果多様姓が存在することが認められた。更に各分離株から得

たクロン・ウィルスについて，各々の生物学的諸性状を検索の結果流行ウイ

ルス株を横成するウィルス集団の中にNDVに特有な株の多様性が認められ，

野外の流行を面折し，また弱毒株を得ることについても極めて興味ある知見

が得られたので，ここにその大要を取纏めて報告する次第である。
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第二章　　供試ウイルスの病原性

1　研究材料および方法

　t　供試ウイルス

　　1）分離ウイルス

　　　　1965年より1968年に亘り野外発生例より分離されたウィル

　　　ス株で分離順に，分離1株より9株（180ユate（P～（9）＝1（1）～（9｝

　　　と略称）とした◎　（Tab■e　1）

　　　分離株はいつれも関東地方における発生例からで，ウィルス分離に

　　は罹病鶏の中で強度に元気消衰した発生初期から頻死期までのものが

　　無作為的に用いられたが，艶死鶏は含切れてい汝い。罹病鶏の肺臓，

　　肝臓および膵臓の10倍乳剤窃9日簿化鶏卵の漿尿腔内へ接種する

　　事によってウィルス分離を行なった。

　　　接種培養48時間以降に死んだ鶏胚の漿下町を採取して，鶏肋血球

　　凝集反応（Hemagg■utinatiOn＝HA）（＋｝，無菌試験〔一｝のものを

　　次代への継代材料とした。このようにして5代継代して得た漿尿液を

　　供試ウィルスとして。20℃に保管した。

2）対照ウィルス

　a）佐　藤　株

　　　NDV強旧株。強毒対照ウィルスとして用いた。本株は定期的に

　鶏へ復元が行なわれており供試株は鶏5代通過後9日牌化鶏卵を3

　代通過したウイルスである。

b）B！　株

　供試B1株は，農林省家畜衛生試験場よりNDV生ウイルス・ワ

　　　　　　　　　　　　　一9一



クチン株として分与され，鶏麻で維持されている株である。

c）石　井　株

　本株は病原性および鶏胚に対する致死牲は極めて低いが，鶏胚で

の増殖性は著明である　（清水ら，1966）。本株は鶏胚で維持

　されているo

d）T。C．N．D株

　　培養細胞通過によって本来の強毒な病原性を回しく減弱せしめら

　れた株である（Bankoweki　1957，1958）。供試ウイル

　スは，ワクチン・ウィルスとしてEθユa細胞に維持されてきたウィ

　ルスである。

2。　鶏および鯨化鶏卵

　　白色レグホーン系の健康な鶏を用いた。供試ウィルスの病原性試験，

　および体内分布の検索に用いた供試鶏の日令は2日令から，50週令に

　わたるが全て同一農場から供給されている。同鶏群については血清学的

　にNDおよび慢性呼吸器病（ChrOnic　re8piratOry　di8ea8e）に

　ついての既往症のないことが確かめられている。また，NDに対する予

防接種も行なわれておらず，したがって当農場で生れたひなの移行抗体の

保有率はごく低いものである。

　　細胞培養のための腎臓は，ほ讐2ケ月令の若鶏より採取され，また感

染価測定および鶏胎児細胞培養のための辮化鶏卵も同一農場から供給さ

　れた。

＆　抗NDV一免疫血清および螢光色素標識血清

　　免疫は既知株として佐藤株およびB1株・分離株からIUX2×6）および

　　　　　　　　　　　　　　　一10一
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（7）株を各々用いて行なった・免疫動物は家兎および鶏を用い抗原は各株

の感染漿尿液を低速遠心した上清に，FreundのcOmplete　adjuvant

を加えて作成し，また鶏への抗原は感染漿尿液をBetapropiolaetone

で不活化し，これに燐酸アルミ，ゲルをadjuvantとして同量加えて

作成した（五十嵐，1964）。家兎への免疫は抗原↑Om■宛を筋肉

内へ1週聞2回接種し，これを7週間連続し，最終免疫から2週間後，

採血して得た血清を免疫血清とした。鶏への免疫は家兎と同様，筋肉内

接種によって行なったが，補強免疫は2週間間隔で2度行なったのみで

ある。免疫血清は最終免疫後2週間で得られた。これら免疫血清による

交叉中和試験をCKにおけるブラック法によって行ない分離ウィルスの

同定を行なった。さらに1（3×4）（5×8）および（9）についても免疫血清を作成

し追加して同定を行なった。

　この免疫血清に，：F■uore8cθin　isothiocアanateをconjugate

することによって螢光抗体液を作成して鶏体内分布ウィルスの検出の一

助に用いた。Conjugate　cerumの作成は川村（1966）の方法に

準じて5また切片標本の作成はSainte－Marie　（1962）の方法

によって作成した。

4．供試ウイルスの病原性試験

　供試ウイルスの鶏に対する病原性は，4，15，および30週二三へ

　10倍に希釈したウイルスを筋肉内接種（IM）および片側鼻膣内滴下

　（IN）による接種を行ない，10日間観察して病原性を比較した。

　　鶏および鶏胚に対する病原性の正確な指数算定には，Pouユtry

　Di8ease　Subco皿mittee　（1963）の方法によって行なった。す

　なわち，8週，および50週令の鶏の静脈内（IV）に，供試ウィルス

　を各々10倍に希釈して，その0．1mユを接種し，後11日間観察して，

　エntravenou8　PathOgenicity’工ndex　（IVPI）を算出し，また
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エVPIと同様に，10倍にうすめた供試ウィルスを2日令ひなの脳内

（エC）に0．025mユ接種し，後8日間観察して，　Intracorebra■

Pathogenicity　Index（ICPI）を算：出した。

　牌化鶏卵では供試ウイルスを10騨9位まで希釈し，その10－1，

10－6 C10鱒7，10－8および10－9の希釈位を各々α1m1あ

て9日脚化鶏卵の漿尿膣へ接種し，Mini田u皿Lethal　Dose

（MLD）によるMean　Death　Time（MDT）を算出した。

5．供試ウイルスの鶏体内分布

　　供試ウイルスを略104～5ML助hickenになるように8週令およ

　び30週令鶏の片側鼻豚内へ滴下して感染せしめた。強毒供試ウイルス

　では，接種された鶏が死に致るまで，また比較的病原性の劣るウイルス

の例では，H工抗体の上昇がみられるまで，各々経日的に感染鶏を2羽

　づっ無作為に取り出して殺処分し，その諸臓器を採取した。感染ウイル

　スの検出は，採取臓器の10倍乳剤を9日卿化鶏卵へ接種して行なった。

　強毒ウィルスの例では接種後48時間以降に死んだ卵により判定し，

また弱毒ウィルスの例では接種5日後，接種卵の漿尿液を採取し，鶏赤

血球凝集試験（HA）を行なって判定し供試ウィルスの鶏体内分布をそ

の有無によって検索した。同時に，脳，肺，腺胃，ファブリキウス嚢，

肝および腎，または卵巣における感染ウィルスの定量は，CKを用いて

のブラック法を応用して行なった。

11　研　究　成　績

　t　供試ウイルスの分離および同定

　　各分離株が得られた野外所見および分離材料を得た発症鶏の所見は

　　Tab■e　1に示した。

一12一



Table 1 Origins Of The isolates

        [the epizootic from 1965

yla of Date of
Isolates Virulence lsolation

of N D V during

 to 1968

  Major Clinical Signs of

    Affected birdB

Isolate

Isolate

rsolate

Isolate

Cl) Mesogenic

(2) Velogenic

(3)

<4)

Isolate (5)

rsolate <6)

Isolate

lsolate

!solate

(7)

(8)

C9)

"

"

"

"

"

"

"

Jun'65

November`66

January'67

January'67

Mareh'67

June'67

June'67

  "

Ma rch' 68

Two-month-old chickens
aayer) in rhythmic
twitching.
Adult in mild rales and
abnormal egg-production
followed by rapid
recovery.

Four-week-old chickens
(broiler) in marked
depression followed by
acute death
           'L

Tvve1ve-month-o1d chickens
(layert in lethargy.

Three-month-old chickens
aayer) in prostration
dnoribunO

     ""
Quails in rhythmic
twitching. The course in
a bevy of the quails
proved to be longer
than in the chiekens,
but they mostly died.

Three-month-old chickens
(Layer) in paralysis.

Chickens aliayeD in
marked depression, near
by the area where
nlsolate 5" had been
lsolated
        .

-1 3.



　1α）株が得られた症例は・比較的軽度な病原性のウィルスに：よるものと思

われ，成鶏の致死はごく稀であったが，5ケ月令未満の雛の所見は強度であ

って顕著な神経症状を示して致死率も高いのが特徴であった。同一農場にお

ける他の鶏について，無作為にSamplingして，血中のH工抗体を測定し

た。その結果は多くの成鶏はすでに，NDに感染耐過していることを推定し

うる抗体価を示した。　　　　　　　’，

　1（6）株をのぞく他船の症例は，鶏日令による抵抗性に差はなく，殆ど100

％が5～5日以内で致死する強烈なウィルスによるものと思われた。

　」（6）株はウズラにおける野外例から分離された・ウズラの個々の症状は鶏

にみられた多くの強毒感染例と類似であったが，経過はや㌧長く致死には7

～8日を要した。

　神経症状は必発で，発症5～5日に出現し，頭部震戦，起立不能のまま死

に致る例が多くみられた。

　感染鶏の臓器を分離材料としたが，どの株も分離過程における鶏卵に対す

る致死性の高いことが認められ・1（1）株の場合でも接種後4日には全ての接

種卵を致死せしめた。

　これら致死卵より得た漿尿液は鶏赤血球を凝集したが，既知免疫血清によ

ってこの凝集能は輝輝に抑制された。

　これら分離ウィルスは，またCKおよびCE細胞に，ブラックを産生する

が・対照ウイルスの佐藤株およびB1株で免疫された家兎および鶏血清によ

って，両細胞へのブラック産生能は著明に抑制された。

　すなわち，既知株に対する免疫血清の各々の中和価はいつれも，対数値5

に近いものであり，この数値は今回分離された1α）～1（g）の各株に対する中

和値とほ讐一致する。
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　同時に分離ウィルスによる免疫血清は，佐藤株およびB1株（中和試験は

CKのみ）に対し同じ様な作用を示した。

　これら各例の中和値には有意差は認められなく，かくて得られた交叉中和

反応の結果から分離ウィルスはNDVである事が証明された（Tabユe　2）。

　なお・佐藤株ならびに佐藤株に対する抗血清と・I12）～（5），1（8）および

1⑨株・さらにこれら二三に対する抗血清による中床試験は，佐藤株および

1（2）株およ心々の抗備に対して行なったものであって・1（3）一（5L・（8｝

および1（g）の諸株間の交叉中和試験は行：なっていない。

2．供試ウイルスの病原性

　a）鶏に対する病原性

　　分離ウィルスの鶏に対する病原性試験の結果は，野外での各々の病

　　勢を反映した成績であった。（Taわ■e　3）

　　　4．15，および50週令の感受性鶏へ，分離各株を，ルートを異

　　にして接種した試験では強毒対照ウィルスの佐藤株が鶏日令および接

　種ルートに回りなく，接種後6日で全てを致死せしめ，分離各ウイル

　　スも1（1）株をのぞき，ほy同様な病原性を有する結果を示した。

　　　1（1）株は他株と異なった病原牲を示し，鶏日令および接種ルートに

　　よって病原性の差が著明にみとめられたことが注目された。すなわち

　　4週四半ひなに対しては，　エM接種でも，エN接種でも結果は全て6

　　～7日後に致死せしめる作用を示したが，1ろ週令および50週令鶏

　に対しては，鶏日令および接種ル。トにより病原性の差のあることを

　示した。15週令，IN接種群に対しては8日後までに全てに致死性
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Table 2 Cross-neutrallzatlon

 Sato and Bi StrainB of

 Anti-serurn.

 Test With

NDV and the

the Isolates,

Respective

 1)

 Serum

Neutralization rndex aogl

Virus

Sato I (1) I (2) I (6) I (7) Bl

Sato

 I (1)

 I (2)

 I (6)

 I (7)

 Bl

5. 1 4

5. 1 9

Z97

507
5. 0 4

2.96

2.95

2. 9 8

3. 02

5. 0 7

5. 0 5

Z98

5.05

5.19

5.02

5.05

5.0O

2.91

2. 95

5. 1 7

2. 98

5. 05

5. 07

2. 98

5.05

5. 1 7

5.08

5.0 6

5. 0 O

5. 0 7

5. 0O

5.02

2. 97

5.05

5. 0 2'

2.96

  2)

Sato

 I (3)

 r (4)

 I (5)

 I <8)

 I (9}

 I<2)

Sato I {3> I (4) I (6> I (8) I (9)

2. 95

5.45

5.1O

5. 1 7

5. 1 6

2.1 6

2.91

5. 49

 NT

 NT

 NT

 NT
5.02

287

 NT
5.07

 NT

 NT

 NT
5. 1 5

2.84

 NT

 NT
5. 0O

 NT

 NT
2.91

5. 1 6

 NT

 NT

 NT
5. 0 6

 NT

2.97

2.8O

 NT

 NT

 NT

 NT
2.22

2. 9O

NT: -not - tested
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Table - 5. Pathogenicity of th6 Isolates and Strain Sato of NDV for Suseeptible chickens

b
V
l
r
u
s

I(1) I(2)
+

I(3) I(4) :(5) I(6) I(7) I(B) I(9) Sato
･
X
.
g
1
}
A
g
e
o
f
C
h
i
c
k
e
n
e

50
l
1
5

4 50 15 t
4

50 15 4 50 15 4 50 '
1
5

4 50 15 4 50
d15

4 50
-15

j
4

50 15 4 50 15 4

[
t

i
I
N

:
l
, '

I

l

lRouteofXK2)

inoculation
I IN !M IN I m bl I I N IN

,
I
[
M
l
l
1

IM IN [M N I 1 IN IM IM N ut N l IN z ! I m Dl r I IM N ZN I rN r rv ru I rN ! ru ru IN

1tX.K3>

2

5 1 2

4 l 1 2 1 1 1 1 1 2 1

･g

2
5
)
2

2

ptaOf

dead5 1 1 2 2 2 1 5 1 2 1 1 1 1 2 1 1 1 1 2 1 1 1 2 5 1 2 2 1 2 1 5 4 5 4 5 1

Chickens
6 5

X4) 2 1 1 2 1 1 2 1 2 1 2 1 5 4 1 2 1 5 2 1 2 5 5 4 5 2 1 1 1 1 2 2 1 5 2 2 2 1 2 1 2 2 1 2 1 2 1 1 1
t
t

1

7 1 5 1 1 1 2 2 1 5 2 2 1 1 2 1 1 1 1 1 2 5 1 2 1 1 1 1 1 2 1 1 2

8 1 2 2 2 1 1 5 1

9

10 (1)(2)(3) l
, ,

i
l

1
l ll

t

' l h

Remarks

(1)Allsurvive

wtth(M-SigrIS
(2)1/4survi-

vedwith
.SlgnS

(3)2/4surviv

wi"thsigns

X(1)== week old

X(2) = IM:-lntramuscularly , IN :-

X(3)= Observation date

Y.;.(4)=Numbor of dead chickens on

X(5)== Only 5 chickens were used

                      -t7..

lntranasal

the day

lnstUlation

(4 chicken used)
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を示したが，　エM　接種群には中等度の神経性の症状をふくめた発

症を示しつつも，10日の観察期間内には致死性を示さなかった。こ

の傾向は50週令鶏群に対してはさらに顕著であった。I　M　接種

群は殆ど病原性を示すことはなぐこの群は見かけ上全ぐ無症状に観察

期間を耐過している。この群について毎日1回の検温の結果，接種後

5～5日の間にvirθmiaを推定させるような一過性の発熱が認めら

れ同時に．血中抗体は接種後6日から，その発現がH1試験によって探

知され，2週後には高度に抗体が産生されていることがみとめられた。

（Figure　－　1　）

　30週令鶏への　IN接種の影響は15週二二，　　工N接種群の

示した所見とほy等しいものであって，1羽のみが発症しつつ観察期

閲を経過した。

b）供試ウイルスの鶏体内分布

　供試ウィルスはお、むね，接種後は鶏の体内全域に亘って分布する

　ことが見出された。比較的病原性の弱い1（1）株においても同様な分布

相がみられた。接種ウィルスが体内分散の後到達部位における2次的

なウィルスの増殖があって症状の発現がみられるようであった。

　　1（2｝～（g）株においては，接種後48時間で呼吸器系，消化器系，肝，

辟，腺，および腎または生殖器等殆ど全ての器官にウイルスの到達が

みとめられ，24時間位おくれる例もあったが，脳内への到達も全て

の株についてみとめられた。これら強毒ウィルスの接種をうけた鶏の

症状発現は多く5日後にみられ発症後，1～2日で死亡する。また，

　1②～（9）株の分布は・鶏日令に左右されることなぐ・また鶏に示す転

帰も同様であった。

　　1（D株は8週令鶏では・発症および経過・さらにウィルスの組織到

達能も他の強舞ウィルスと異ならなかった。30週令鶏に対しても2

　　　　　　　　　　　　　　－19一
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日後には各諸臓器からウィルスの回収が可能であった。

　供試門門のなかから・1（1），②および対照ウィルスとして佐藤株を

えらび，8週令および30週令鶏の脳，肺，肝，腎，腺胃およびプア

ブリキウス嚢への各々の到達およびその量的な消長を測定した。

　CFigure．2．54）（Photograph　1一レ2）これら各株による病日は

4～7日であり・その聞・各器官にみられたウィルス量：は組織19あ

だ撮高1・7P・Uに達した・・（2）株の場合黙への到達は・・週

令鶏において肺および腺胃では24時間でプアブリキウス嚢，腎，肝

および脳へは48時間以内に到達し，検出されたウィルスの量は組織

1gあたり104～5MLDと高濃度であった。このことから，48

時間目の測定時には，組織到達後すでに2次的たウイルスの増殖が行

なわれていることが推定された。72時間の検索では，多くの組織に

おけるウィルスの量は極限に達し宿主の臨床所見は，著明な元気低下，

食慾廃絶を主徴とする時期にあたる。以後のウイルス：量はほ讐一定で

あるが・宿主は時には筋麻痺，嗜眠等を発現して発死するに到った。

佐藤株の体内での動態もほ讐同様な知見が得られた。

　1（1）株ではほ讐1（2）株におけるウィルスの拡散と同様であるが，肺

をのぞぐ他臓器への到達および増殖がや」おぐれるようであり，これ

鷹下して蹴所見も同穂おくれてみられた・1ω株に紳ては，

接種後6日以後の検索は行なわなかったが，この時点はFigure－1

にみられる様に抗体発現の時期に一致し耐過する例では急速に分布ウ

ィルスは消退していぐものと考えられる。

・）供試ウイルスの病原指数

　　8週令および50週令鶏に供試ウィルスを，IVへ接種する事によ

って得られたエVPIさらに2日令ひなの脳内接種によって得られた

　エCPエは・1（1）株とその他の株ではそれぞれの病原指数からStrain

一23一
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Typeの異なることを示唆した（Table　4．5）。接種された鶏の

転帰は病原性試験や体内分布試験にみられた成績とほ誉同様であり，

1（2｝～（9）株接種鶏群は日令をとわず接種後3～5日で全て艶死した。

1ω株では・エN接種による転帰とはや、異なり死は7日間を要し，

全て致死する事はない。1（1）株のIV：PIは30週令鶏でα9，8週

令鶏で・U8　1（2）～（9）株では日令を問わずに2・22～248で佐

藤株の2．52に匹敵した。

　2日令ひなの脳内接種による病原性は1（1）株も含めて高いものであり，

全株致死的国状を示した・1（i）株は6日後に・1（2）～（9）株は3～5

畷畦ひ妊致死せしめている・算出された・CP・は1〔1｝株は・2・

1（2）～（g）株はt5～t7であり佐藤株のt6に匹敵した。

これらの各供試ウィルスについて得られた病原指数から1ω株は・

中間毒型（me80genicまたはAmerican　form）　と云われる型に，

また1（2）～（9）株は対照の佐藤株の価に近く強毒型（veユOgenicまた

はAsiatiC　form）の李下に入るウィルスであろうと思われた。

a）供試ウィルスの鶏胚に対する病原性

　供試ウイルスの鶏胚に対する病原性はIVPエおよび工CPIにそ

れぞれ比例した結果がみられた。全株とも鶏胚に対し致死的であり，

　MLDにおける各分離株のMDTは（Taわ■e4），1（1）株64時間，

　1（2）～（9）株は55～62時間であった・このように各株について得ら

れたMDTから1（1）株は皿θ80genic　typeに・他の株は対照ウィル

ス佐藤株と同様にVe■Ogθnic　tγpeに入れるべきである。
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Table -- 4Intravenous PathogenicityIndex(IVPI)

  for Susceptible Chickens and Mean Death Time

   (MDT) of the Minimum Lethal Dose (MLD) for

   1O-day Chicken Embryos of the rsolate and Known

  strain of NDV

Chicken IVPI Embryo MDT

Virus 8-wk-old 15--wk-old 50-wk-old MLD MDT

I (1)

I (2)

I (3)

I (4)

I (5)

I (6)

I C7)

 (8)

I
 (9)

Sato

1.18

2.45

2.2O

2. 4O

2. 4 8

2.22

2.24

2.4O

2.56

2.52

.2.09

 Z54

 NT--
 NT--
 NT--
.N.T

.2.29

 NT--
 NT--

. 2. 5 4

O. 9O

2.4O

2.5O

2.5O

2.1 O

2.5O

2.1O

2.5O

2. 5.0

2. 1 4

6. 0

zo

zo

zo

zo

zo

zo

zo

Z7

zo

64

56

56

54

65

60

50

54

58

49

Bl NT .  NT-t N.T <1. 0 o
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Table -5 Intracerebral Pathogenieity Index (ICPr)

   for 2-day-old chicken of the Isolates, Cloned

   Virus from the Isolates and Sato Strain,and Bi

   and T.C.N.D Strain ofNDV

Virus !C PI

  Bl
T.C.N.D
I(1) o
     s
     L
I(2} O
     s
     L
I(3> o
     s
     L
I(4) o
     s.
     L
I(5) O
     s･

     L
I(6) O
     s
     L
I(7) O
     s
     L
I(8) O
     s
     L
I(9) O
     s
     L
sato O
     s
     L

o (ao2s)
O. 4

1. 2

O. 2

O. 5

1. 6

1. 7

t. 7

16
1. 6

16
1. 6

1. 7

1. 6

16
1. 6

1. 5

1. 7

1. 2

1. 5

1. 5

1. 5

1. 6

t7
1. 6

1. 1

1. 7

1. 7

1. 7

1. 6

1. 4

1
.
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第三章　供試ウイルスの赤血球凝集能

エ　研究材料および方法

　t　供試ウイルスのHemagg■utininの耐熱性（Hr）および哺乳動物赤

　　血球凝集能（mamHA）

　　供試ウイルスを，、000回転，5分間遠心し，その上清をとって56

　‘Cに加温し，一定時間毎（5．15．50および60分）に8ampユing

　　して，鶏赤血球に対する各供試ウイルスのHA活性の耐熱性を測定した。

　　　mamHA活性の試験には，供試赤血球として，馬，牛，山羊，およ

　び緬羊から採取して用いた。ウイルスの遠心上清を1：10および1：

　　20に希釈して，各供試ウィルスのHA活性をみた。

　　赤血球凝集反応の術式は通常行なわれている方法である。

11　研　究　成　績

　t　供試ウイルスのHemag91u七ininの耐熱性（Hr）

　　本実験には，対照ウィルスとして強毒佐藤株および弱毒に石井株，と

　　B1株を用いた。

　　各ウィルス株のHr性は各株の鶏および鶏胚に示した病原性とは関連

　性のない様相がみられた。（Figure－5）

　　中間株ウィルスの病原性を示した1（1）株と強毒タィブ・ウィルス1（2）

　株とでは・1（1）株の方にや、熱抵抗性がみられ・1（2）株は56℃15分

　でHA活性は消失するが・1（1）株のHr性は15分では・尚わっかでは

　　あるが活性を示した。しかし乍ら・1（7）株をのぞく・1（3）～（9）株は傾向

　　としては1②株と同様に・加温5分で全くHA活性が消失し・強毒対照

　　ウイルス佐藤株に類する性状であった。加温50分をこえてHA活性を

輔29一
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保持しているウィルス株は1（7）株および石井株の2株であった。1（7）株

は加温60分をこえてHA活性を維持することはないが，石井株のHA

活性は加温60分で尚活性の保持がみとめられ，石井株のHA活性の強

固なことが示された。一方，弱毒ウィルスB1株のHA活性は，石井株

とは全ぐ相反して弱く，加温5分後には殆ど消失し，15分後にはHA

活性は全く消失した。

2．哺乳動物赤血球凝集能（mamHA）

　馬，牛，山羊および緬羊の赤血球に対する供試ウィルスの凝集能

　（mamHA　性）はHr性と類似する相を示した。（Tabユe　6）すな

わち1（7）株と弱毒対照ウィルス石井株に巾広い凝集能の保持がみられた。

　1（7）株では全供試動物赤血球を・また石井株では牛をのぞく他動物赤血

球を凝集する能力を有することがみとめられた・反面・IU）株を含めた

他株，さらに佐藤株およびB1株は供試哺乳動物赤血球に全く凝集能を

示さ友かつた。

　mamHA　とHrとの両性状は病原性とは全く併行しない独立した性

状でNDVの株特異性とみなされるものと思われた。
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Tab1e･-6 HerBagglutination Of Isolates and Known

N D V for Ma!nmalian Erythrocytes

Strains of

Mamma1ian erythrocyes
Virus

Horse cow Goat Sheep

I (1)

I (2)

I <3)

I <4)

I (5)

I (6)

I (7)

I (8)

I (9)

Sato

Bl

Ishii

-

-

.

.

-

-

-

+

.

'

-

+

-

-

-

'

-

-

+

+

-

-

.

+

-

--

+
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第四章　供試ウイルスのプラツクの性状

　　　　誇よびクロン。ウイルスのプラツク相

　　　1　研究材料夢よび方法

　t　組織培養

　使用した培養細胞は，2ケ月令の鶏腎臓（CK）澄よび9日令艀化鶏卵胎

児（CE）の初代培養細胞である。培養方法は川村（1961）の鶏腎臓の

培養法に準じた。すなわち細切したCK：をα25％七ryp8in　oar■e液の消

化により室温で細胞を個々に分離し採取した。培養液は10％馬血清（56℃

’50分　非働化），α5％lacta■bu皿in　hydro■ysatg　α1％アea8t

extractおよび抗生物質：（Penici1■in　100unit『溜，8trepto

mycin夢よび8pira町ciR各々100’／認）を加えた曾arle液（LY

E）を用いた。

　分離した細胞を，α5％になる様にLYEに浮遊し，　petri－ai8h’（直

径60駕）に5認つつ分注して，58℃高湿のincubat。rにて培養した。

CEの培養方法も全くCKと同様で分離した細胞を約106／認の浮遊液と

して培養し通常24時間後に単層が形成される。

　2。供試ウイルスのCE，諭よびCKによるプラツク法

　供試ウィルスが，CE鉛よびCKにつくるブラ・クについては，主として

産生されたプラ・ク集団に認められた8ize　v：ariati。nに注目した・

　プラ・ク法は通常行なわれている方法を用いた。すなわち，ウイルス接種

後，Ce■■P■ate　を57℃に30～45分おいて，接種ウイルスの細胞へ

の吸着を促し，未吸着ウイルスの除去はPh。ePhaもe　buffer（P・H　Z　2＞

で2回ce1■：Pユateを洗うことによって行ない，これにα8％寒天

（Bacto　aga茗Difco）を加えた5％馬血清加LYEをover■ayした。

37℃に5日間incubate　した後，血清を加えない寒天加E：L　Yに1：
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1α000になる様にneutraユrθdを加えて，　sec。nd　over■aアを行な

い，さらに1日incubate　してからブラ・クの観察を行なった。この様に

してGE細胞上にみられた各供試ウィルスによるプラ・クには広い8izθ

variationがみられπ。

　各供試ウイルスによって産生されたプラ・ク集団の中の小型（S－PL　aque）

および大型（L－P■aque）グループに属するブラ・クの中から1ケを対象

としてclonin9を行左つた。　c■。nin9は（｝ran。ff（1959）の方法

によった。すなわちS一・診よびし一プラ・クを選択採取し，CEに播いて再

び産生されたプラ・クから，S由来のものはS－Plaqueを，　L由来のもの

はし－P■aqueを採取し，これをCE上で5回くり返し，いわゆるブラッグ

継代3代を行なった。かくして得られた最終採取プラツクを，9日艀化鶏卵

内で増殖させてクロン．ウイルスとした。

　　　江　研　究　成　績

　t　供試ウイルス齢よびクロン．ウイ1レスのプラ・ク相

　分離株は全て，CE鉛よびCKにプラ・クを産生し，そのプラ・ク相は両

培養細胞上にあるvariatioロを示した。（Figu「e　6）（Photo9「aPh

。2～5）

　1（1、株による，CEに：みられたブラ・クのsi后e　variati。nは直径α5

から50縦にわたる事がみられ，toから2．0鮒直径のブラ・クが最も多く，

平均はほぼt5縦であった．。工②株はCEにおいて殆ど直径to鰍以上のプ

ラ’クを産生し1．5鰐～2．5欄のブラ・クは約・70％を占め，本株によるブ

ラ・クの平均サイズはt85纏であった。1（6、株はGE上に為けるβize

Va「iatioロが最も大きいようであった。すなわちサイズは直径α5～55

鵜にわたり，to細以下の小型プラ・クは約55％である。しかし最も多い

分布は，t5～2．5翻のプラ・クによって占められ，約50％のプラ・クは

　　　　　　　　　　　　　　　一54一
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この位置にみられた。他の▽elogenic　eourceより分離された各株のCE

に示したブラ・ク相は，エ②株の分布に近くエ（6、株の分布相も最多頻度の位

置が類似であることを示している6三二対照ウイノレス佐藤株のCEに示すブ

ラ・ク相は，直径10鯨以下のプラ・クはごく少ないこと，乳0～4．5襯に

到るほどVariation　rangeカニ広いことである。このうち直径乙0鷲のプ

ラ・クが最も多く，約20％，2．0～5．5団rのブラックが50％を占めて，

平均サイズは＆0腿である。弱毒対照ウイルスのB1株は本実験中，　CEに

は少なくとも，接種後4日間では可視プラ・クを産生することはなかった。

　CK：においても，供試ウイルスによるブラ・クの8i2e　variationがみ

られた。ほぼGEにみられたと同様であり，’1（6）株の広がりも同様であ・

つた。各株がCKに産生したプラ・クの8i2eはCEにみられたプラ・クよ

り全体的に大きい。弱毒対照ウイノレスのB1株もCKには容易にブラ・クを

産生するが，佐藤株によってGKに産生されたブラ・クの8izeより小さい。

　2．CEに鉛けるクロン．ウィルスのプラゾク相

　CEに5代ブラ・ク継代を行なって，各分離株の小型プラ・ク（S）およ

び大型プラ・ク（L）からS一クロン，夢よびし一クロンを得た。1（1、～（9、

および対照ウイルス佐藤株から得られたS，鉛よびし一クロン．ウイルスの

フラ・ク，サイズの分布およびこのプラ・ク集団について統計学的な演算を

行なった結果は：Figure－7知よびTable－7　に示した（Photograph－

2～5）。すなわち各分離株より得られたS一澄よびし一クロン．ウイルス

がCEに示すプラ・ク集団の様相は各々の由来するブラ・ク。サイズを

P「ed。minantに産生する特性を示すものと見られた。しかし乍ら，　Figure

鴨7ならびにTab■e－7に図示される如く，　S一クロン．ウイルスによる

プラ・ク集団にも，比較的大型のプラ・クを少ない割合いではあるが産生し

またし一クロン．ウイルスによるプヲ・ク集団にも小型ブラ・クの産生がみ

られる。このように示された各々のクロン．ウィルスのブラ・ク集団の平均

　　　　　　　　　　　　　　　一40・隔
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値から，統計学的な算定結果は，クロンに伴うプラ・ク・サイズの偏向性に

有意左差が認められることを指示している。各クロンウイルスの最頻ブラ・

ク・サイズは，例えば，1㈹一Sα5鱈，1（1）一L2。0鯛強毒型の例として

1（2）一Sα5篇，1（2、一Lt5～2．0鰐でありまた工（6｝門StO鱒，1（6D－

L20鰐であった。さらに強毒対照ウイルス，佐藤株についても同様に，　S

－8to鴛，S’一L2．0～50鰐であった。これら各クロン・ウイルスの最

頻プラ7ク・サイズと各々の原株が示したプラ・ク集団の最頻プラ・ク・サ

イズとを比較すれば，例えば，工（1）一〇t5灘，1②一〇2．0闘および1（6、

一〇2．0鮒であること，および強毒対照ウイルス佐藤株のそれが2．0～3．5

御であることから，各クロン・ウイルスのクロンに伴うプラ・ク集団のサイ

ズ偏向性はとくに各々のs一クロン・ウイルスに著差があることが示された。

一43一



第五章　クロン・ウイルスの病原性

　　1　研究材料および方法

t　クロン・ウイルスの病原性試験

　　供試ウイルスの病原性（第二章参照）に藻ずる

　　　且　研　究　成　績

　t　クロン・ウイルスの病原性

　各クロン・ウイルスの血清学的考察は佐藤株に対する抗血清を用い，対照

原株として工（1、（21齢よび（7、の諸株を用いて行なった　（Tabユe　8）。クロ

ン・ウイルスの中和価は佐藤株1①②診よび（影野にみられた各々の価と差は

なレ・ようであり，各クロン・ウイルスは各分離派より。■oningの結果得ら

れだものと認められた◎これらクロン・ウィルスの病原性を，2日令雛での

ICPI　8週令およびろ0週令鶏でのエVPIさらに9日令艀化鶏卵で

の短DTを算定して比較し允。各クロン・ウイルスから得られた数値と，各

々の民心の値とを比較した時，主として各々供試ウイルスのS一クロン・ウ

イルスに著差がみとめられた。

　a）「クロン・ウイルスのICP工

　各クロン・ウイノレスのエCPIは各々の原株の病原性によって異なる値

を示した。（Tabユθ一5）。　Me80genic七ypeの16｝より得られた1①

L『クロン・ウイルスの病原性はエGPエではや＼劣っていたが，尚工（1】

0と同様me80genlcなレベルを維画していた。反面，1（1、S一クロン・ウ

イルスは極度に病原性が低下し，エCPI　は■θnt。genic　viru8の範

疇に入るものとみられ鷲。一方，強毒型のエ②～（9）からのクロン・ウイルス

は，各々のエCPIから，凶刃と殆ど変らぬ強度な病原性を有するものと

忠われた。すなわち．S一クロン・ウィルスのエCP、1はし一クロン・ウ

一遜4一
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Tabie-8 Neutralization Test with Cloned virus

lsolateB and Representative Strain; i

I(2) and I(7) and Strain Sate of NDV

Sato lmrnune Serum

from the

.e. I<1),

and Anti -

Serum Virus Neutralization !ndex (log)

Sato

Sato

I(1) O
     s
     L

!(2) O
     s
     [s

I(5> S
     ['

r(4) s
     L

I(5} S
     L

I(6) S
     L

rm o
     s
     L

1ra) S
     L

r(g} s
     L

5.21

5.10
5.20
5.27

5.19
5.25
5.12

5 ..5･4

5.54

5.1 6

5.15

5.44
5.58

5.17
5.1 4

5.20
5.24
5.14

5.51
5.04

5.62
5.55
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イ〃スのそれと殆ど変らず，いつれも強度の致死性を示した。わずかに1（61

S澄よびエ（7、Sに，クロンに伴う病原性の減弱の傾向がうかがえただけであ

った。

　b）クロン・ウイ1レスの工VPI

　各クロン・ウィルスのエVPI　はICPI　にみられたと同様な傾向

を示し，特に1（1、Sの弱毒化が著明であっだ　（Tab■θ一9）。1すなわち

エ（11しのIVP工は略原株の値に近く，8tran　typing　からも中間毒

型のレベルに位置することを示した反面，1（1旧の病原性は全く消失してお

り，少くとも8週令以上は鶏日令にかかわりなく，みかけ上弱毒対照ウイル

ス恥株を接種された鶏の経過と全く変らないものであった。

　エ（61S診よびエ（7、Sの病原性は鶏日令により変化することが見出された。

すなわちエ（6、Sは8週令鶏には強い病原性を示し，IVPエも原株と殆ど

変らない価を示したが，50週野鶏に対しては病原性の著明な低下を示し．

エVPIの価も極端に低下していた。エ（7、Sもほぼ同様な傾向がみられた。

他の強毒供試ウイルスからのクロン・ウイルスのエVP工は，S一クロン・

ウイルスと，L一クロン・ウイルスとの間に病原性に殆ど差のないことを示

し，原株とほぼ等しいものであった。

　c）クロン・ウイルスのMDT

lO日令簿化鶏卵に対して，各クロン・ウイルスは全株とも致死性は保待し

たが，クロンに伴うMDTの変化がみられた例もあった。（Tab■e－9），

すなわち，101LはMLDの低下（M：LD4．7，伍DT57時間）を来した

したが，特に，工（1、Sに鉛いて著明でMLD4．7でMDT80時間を要する

ことが見出された。16、Sの病原性はこの点からも，その衰退が強調されたが，

反面。1伽しの病原性の減退は著しくなく，原株と同様に中間毒型ウィルス

とみなされる価を示した。他の強毒例からの分離ウィルスのS一お・よびし一

　　　　　　　　　　　　　　　一46一



f

Table-9 IV]?I for Susceptible Chickens and MDT

for 10-day Chicken E!nbryos of Cloned

!solates and Strain Sato of NDV

 of MLD

Virus from

Chicken IVPI Embryo MDT
Virus 8--vvk-o1d 50-wk-old MLD MDT

I (1)

I (2)

1 ts)

I (4)

r pa)

Z (6)

I (7)

I (8)

z (",

Sato

s

L

s

L

s

L

s

L

s

L

s

L

s

L

s

L

s
b

s

L

o

O.91

2.5
2.4

2.1
2.0

2.0
2.e

2.0
2.1

1.2
2.1

2.0
1.6

1.7
1.8.

2.0
2 .1

1 e9

2.5

o

O.7

2.5
2.2

2.0
2.0

2.0
2eO

2.0
2.1

O.4
1.5

O.5
1.6

1.9
2.0

1.9
2.0

2.0
2.0

4.7
4.7

7.0
7.0

N.T.
N.T.

N.T.
N.[R

7.7
7.7

6.7
6.0

6.7
7.0

7.7
7.7

7e7
7.0

6.0
6.0

se
57

59
56

N.T.
N.T.

N.T.
N.T.

56
67

67
57

64
61

64
59

56
49

N.[E =Not tested

-47 --



クロン・ウィルスの鶏胎児におけるMDTは全てvelogenic　viru8の範

疇に入る値を示し．各々の原株の数値との差はみられなかった。

　2．クロン・ウイルスの鶏体内分布

　クロンに伴って，その病原性に極度の変化がみられた工（1、Sと，　ICPI

IVPエおよびMDTに齢いて原株とほとんど差がみられなかった1（2｝S

とを，8週令および50週令鶏へ接種し，その体内分布を検索しかつ各々の

子株と比較した。（Figure　8．9）。・

　ウイルス接種後の病性の推移は病原指数にみられたと同様であり，また接

種ウイルスの体内からの回収も同様であった。すなわち1①Sの体内分布は，

鶏日令が8週であっても，30週令であっても極めて限局したものであった

こと，肺，腺吉野よび肝では2次的なウイノレスの増殖がみとめられたが一過

性であったこと及び接種後7～9日を経て抗体産生が認められる頃には全く

ウイルスは回収できなかったことが認められた。さらに1（11s株の免疫原性

について少数例ではあるが測定した。（Tab■θ10）

　8週野鶏にエN投与し，観察したが，2週間後，強毒佐藤株（1000ML］％の

による攻撃にも全く異常なく全野耐過しだ。な鉛接種後のEI抗体は，8日

後には検出でき後攻撃時まで図のように高度κ産生された。

　1②Sの鶏体内分布は殆ど全ての丁丁に48時蘭には到達していることを

示し，侵襲ウイルスの2次的増殖にや＼，1②oに劣る傾向は示したものの，

4～5日以内に鶏の死をもたらすことは変りなかった。

一48一
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Table-1 O Antigenicity of S-Cloned Virus of
of NDV for' 8-week-old Chicken

1 (11 S tr an

deicken

  NO

H I-antibody response
    daye after inoculation

Cee 5:6 8 10 12 14 Challenge Result

1005
1015

1020
1021

1029

･<(5

<5
<5
<5
<5

O N.T3 10
O N.[C, 5

O N.T. 5
O N.T. Io
O N.T. 10

 - 40
10 -
10 -
- 20
- 80

80

ao

20

40

80

Satots

1 o 5ML II}/

Al 1,

with

survived

 no sign

Control
 l051

 1055
+
+

  Virus Inoculation;-lntranasal

NT ;-Not tested

 +･;-Dead on the 5rd and 5fh day

instination(lo5

after challenge

･7MLD )

-51 --
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第六章　クロン・ウイルスの赤血球凝集能

1　研究材料および方法

　　第三章に準ずる。

　　　堰　研究成績

　t　クロン・ウイルスのヨe皿agg■utlnin　の耐熱性（Hr）

　供試各ウイノレス原株のHr性は，・エ（7、株齢よび弱毒対照ウイルス・石井株

の2株がH計｝を示したのみで，1（11株を含め全てHr臼であった。

各クロン・ウイルスのHr性は，1（7、よりのクロン・ウイルスをのぞき各々

の原株と同じ性状を示した。す：なわちエ（1、Sおよびエ（1、しともにHr性に差

はなく，56℃加温50分で凝集能は完全に破壊された。この性状は強毒ウ

イルスである1（2）～（9、株でも同じであった。反面工（7、0のH曲の性状は

エ（7、しには保持されず，エ⑦しのHr性は，加温後5分で消失してしまうも

のであった。H維1の性状はエのSに保有せしめられており，その熱抵抗性

も全く，1（7、Oと同様で56℃30分では安定であったが60分加温後でも

凝集能を維持することはなかった（Figure　5）。

　2．クロン・ウイルスの哺乳動物赤血球凝集能（mamヨA）

　各クロン・ウィルスのmamHAは，　Hr性にみられたと同様に，1（1、株を

含めた他株からのS一クロン，ゑよびし一クロン・ウイノレスはともに各々の

原株と異なる性状を有することはなかった。1σ、株のmamHA（←、はHr　6→の

性状と同様，病原性の劣ると思われたS一クロン・ウイルスに保持されてい

た（　Tab■e　1　1　）o
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第七章考 察

　日本にゑけるNDの確認は中村ら（1955）による。中村らは，越智の

朝鮮鶏疫ウイルスと日本の家禽ベスト・ウイルス（佐藤株）が免疫学的に同

一であり，かつ両ウイルスが，Doyle　（1927）のNDウイルスと同一

であることを報告した。以後，1945年にかけて家禽ペストとして報告さ

た　鶏に強度の病原性を示して数回にわだって流行した伝染性疾患は殆ど

NDであると云う（宮本．1964）。川島ら（1951），佐藤ら（1952）

詮よび宮入ら（1951）は，1951年にみられたNDの発生例について，

病原ウイノレスの分離，発生鶏の症状および病理所見から，致死墨6～10％

の比較的病性の軽度のウイルスによるものであると報告した。

　この様に，DQy■eの鶏の新らしい疾病としてのNDの確認および病原ウ

イルスの証明（1927．1955）と相前後して，日本に於ても，その発

生がみとめられているようであり，以後の多くの知見からすでに日本には佐

藤株のごときveogenic　tyPe，川島らの皿esQ9θnic　tyPeさらに本実験

に弱毒対照ウイルスとして用いられた石井株（清水ら，1966）にみる

1ent。genic　type　とあってNDウイルスは病原性の上から巾広い種類の

存在が知られている。わが国には1966年秋期から1967年春にかけ全

国的に，NDの発生があり，その前後にみられたNDの発生には2つ異なる

Pattemが見られるようである。すなわち：一

　1）発生は限局的で．発生地域の拡大化は余りなく，流行の長期化も少な

　い。原因ウイルスの病原性も軽度で，感染鶏の日令により病勢が異なる。

　成鶏では多く異常呼吸に初まり，主徴は産卵異常で致死墨は極めて低い。

　反面，若令鶏には強度な病原性を示し，初発症状は多く元気沈衰，下痢，

　食欲綾絶を示す。続いて脚麻痺および斜頸等の神経症状が現われ，多くは

　死に到る。
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　2）伝播力は極めて旺盛であり，感染は多く急激な元気沈丁，食欲三絶に

　よってみとめられ，症状発現をみてから多く5～5日の経過で嗜眠等を伴

　って，罹病鶏は日令を問わず殆ど100％近く死に：至る。稀に：5日以上生

存すれば著明な神経症状を発現して致死する。　　　　　　　．

いわゆる1）の型はアメリカ型といわれ病原性の上から中間毒型（Ine80－

genic　type）であり，2）の型はアジア型といわれている強弓（Ve■Ogθ一

nic　type）ウイルスによるものである。

本実験に澄ける各分離株の病原性試験の結果は，各株の野外における態度

を反映した・1①株は1）の症例から分磯され，鶏の日令により敷死塾を異

にする性状，論よび，エVPIとICPエの価からme80genic●または

Alnθrican　type　のウイルスとみなされた。

　エ②～（9、の諸株は2）の症例から分離されたウイルスである。病原性試験

でも極めて強烈な性状を示し，鶏体内分布試験ではJungheτr（1964）

の強毒ウイルスの例にみられると同様にエ②～（91の諸株は殆ど全身の器官に，

多く48時間以内に到達し，かつその場に赴いて2次的に分布ウイルスは増

殖を示し，鶏の症状発現を促すことを示し，転帰は殆ど100％致死を示す

ことから・これら旧株はVe■ogenic　typeとみられた。尚工《6朕はウズラ

の症例から分離され，鶏に示す病原性はエ②株鉛よび強毒対照ウイルス佐藤

株とそん色ない値を示している。

　ウルスのin▽ivoに夢ける動態から，　NDVの病原性を定める因子とし

て・Ka「z。・（1951），　Si・h・（1952），　P・and・y（1965）

齢よぴVaα■amudi　and　Han80n　（1966）は感受成鶏の　1）日令に

よる感受性の変化・2）　ウィルスの鶏体内における増殖比，5）組織親和性，

4）宿主barriesを透過する能力の程度翁よび，5）宿主の抗原刺激に対

する感応度の諸点をあげ・またBang（1953）齢よびBut■er（1965）

は細胞破壊能もウィルスのviru■enceに関与するとのべている。

　工①株と1②株の分離時期は強毒ウィルスの発生が初期急激にみられたい
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わぱ疫学的に移行期であったように瞭われる。強訴例1②株について知られ

ていることは，1）Broiユer　form（約6α000羽飼育）に突然に発生

し一一論そらく導入雛が初発一2）経過は，元気消衰の初発症状をみてか

ら多く2日～5日で致死する例がほとんどであり，5）連続的に幼雛に感染

し初発例の確認旧約2週闇で飼育鶏数の約60％が発死した，等である。感

受性雛の連続的導入は病原ウイルスの弱毒化への一因とされて詮り

（Brand■y　1964），上記のような，1（2）株の初発流行の形態は，本株の

character形成に重要な因子となっていると考えられる。エ（2、株流行をみ

てからの各地に頻発しπ発生は殆ど．1②タイプによる例であり，少なくと

も以後1年間もの間に，エ①タイプの流行例はみられていないようである。

エ（1、タイプ・ウイルスと，1②タイプ・ウイルスとが自然的条件が比較的相

似の場合に宿主が与えられた時，NDVの最も著明なMar：kerである病原性

上から．1②タイプ・ウイルスが優勢的な存在であろうと思われるけれど各

例に知ける流行ウイルス，特に病原性の異なる幾例かの流行ウイルスの推移

は周到な疫学的調査によらなければならない。しかし乍ら，本実験の病原性

試讃に示した日令の異なる鶏に対する病原性の変化，体内分布域，齢よびそ

の部位における分布ウイルスの2次的増殖の差．さらにCEにおけるクロン

に伴って得られたS一およびL一両クロン・ウイルスの病原性の相違の有無

から各々のウイ1レス株に潜在的に保持される遺伝的性状の差が，各々のウイ

ルス株の疫学上の態度を決定する諸因子の一部であると思われる。

　Liu　ゑよびBang（1955）は強毒ウイルスの鶏胎児脳内への到達お

よび増殖が弱毒ウイルスより急激であることから，このような重要器管に漉

けるウイノレスの選択的増殖がNDの結末に重要な因子となっているであろう

と指摘している。

　著者は各供試ウイルスについて最も顕著な性状と云える鶏に対する病原性

の他に，鶏胎児に対する病原性（CEV），　Hrおよび阻am且Aを検索し，

各ウイノレスの株回有性を明らかにしπ。エ①株は，他の①～（9、と異なり鶏に
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に対する病原性はmiユdであり，また流行時期も異なるものである。各誌の

CEVはICPIおよびIVPエで示された各々の病原性に一致した成

績を示している。すなわち，各回の9日二化鶏卵に対する煙しD6．0～ZO

におけるMDTは1（1L株をmeeogenic　tyPeのウイルスと，またエ（2、～（9）

株のMDTは多く60時間以内であっていつれもve■Qgenic　tyPeのウイ

ノレスであることを示している。

　しかし乍ら，Hrおよびmam　HAの性状は対照ウイルスも含めて病原性と

の比例ないし一致の傾向はみられなかった。弱毒対照ウイルス　B1株，強

弓対照ウイノレス．佐藤株はともにHr（→mam　H遼→であり，三品ウィノレス

エの株をのぞいて．エ①株も含めた他の全：株も同様H幽　maln　HA←の性状

を示し，弱毒対照ウイルス，石井株と三二分離ウイルス，エ（7｝株はHr6－1論

よびlnam且計、を示した。このようなHrまたは皿am　HAの性状はNDウィ

ノレスの病原性との共通性は全くないようであり，各株が示した各々のHr論

よびmam且Aは各々の株固有の他の性状であるとみなされた。　K。hnら

（1969）は，病原性の異なるNDウイルス8株を用い，各々のプヲツク

サイズ。細胞融合性，溶血能，および凝集能と溶血能の耐熱性を調査し，これ

らの性状は各ウイルス株の病原性との関連性は全くなく，各々の性状は株固

有性と云えるものであるとしており，上記著者の得た所見と一致する。

　Du■bθcco（1952）は，　C　Eに血ける西部馬脳炎ウィルスによるプラ

・ク産生を見出して動物ウイルスに知けるプラ・ク法を確立し，さらに単一

のブラ・クを選択してウイルスのPure’■ineの作出を行ない（Du－ecco

1954）遺伝的に単一性状のウイルスの分離を可能にした。後，多くのウ

イルスについてプラ・ク法が応用され，これらの観察に伴ない。ウイルスが

示すプラ・クの形態に多様性が存在することが見出され，かっこれらの種々

の形態が遺伝的な，錘arker　としての一つの表現型であることが知られた

（COOper　1967）　この遺伝的Markerとしてのプラ・クの多様性は

同噂にある一つのウイノレス株は性状を異にするウイルス粒子の集合体である
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ことを意味し，このような性状を異にするウィルス粒子，すなわちmutant8

は物理的刺激また化学薬剤等により作られたmutantに対して，　SPOntan－

eouβ皿utantsと云われている（Takemoto　1966）。

　NDウノルスに関するプラ・ク変異と，病原性も含めた生物学的性状との

関連性についての研究は極めて多い。Granoff　（1961）．知よび

Thiry（1964）はche皿ica■mutagθnとして亜硝酸を用いて，誘発

した小型プヲ・クmutantについて病原性が大型プラ・ク産生ウィルスに劣

ることを見出している。NDウイルスは，8e■ecti。n：pre88ure　の比較

的ひくい鶏胎児等で維持されている，研究所等に妬ける保存株も含めて本質

的に並ixed　PoPu■ati。n（Heter。9enθity）であることが認められて

淘，（G・an・ff　1964，　S・h■・θ・1968．b）NDウイ，レスの

ap。ntaneoue皿utant　の多様性がみとめられている。これらmutantは

CEに：産生するブラ・クに多様性を示すことと，この種々な：P■ague　Varま一

一包nt8が同時に病原性をふくめた種々：な生物学的性状に極めてvariation

を示すことが認められている。GEにみられるプラ・クのvariationには，

81zθ▽ariationとInorphoユ091ca■VarlatioD　がある。（｝ranoff

（1959，1961）はNDウィルスがCEに示したプラ・クから8ize

を指標としてクロンを行なって，このクロン・ウイルスの病原性を追求し，

S騨クロン・ウィルスは，L一クロン・ウィルスより鶏胎児に対し病原性が

劣ることを見出し，Sch■oer　（1964，1968．a）知よびThi「y

（1964）も同様な知見を得ている。またBaron　（1964）はNDウ

イルスの病原性の強弱に比例し，プラ・クの大きさに差があること，澄よび

弱毒ウイルスはCEに対するプラ・ク産生能が極めて弱いことを示している。

さらに，あるNDウィルス株はred　p■aqueを産生し（Thiry　1965）

さらに，cユearおよびturbid　P■aque　を産生し（Granoff　1959，

1962），これら。■earおよびturbid　p■a畦ue　は培養条件によりま

た経時的に変化する（Schユoer　1968．b）。
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　本実験に鉛いては，西田対照ウィルス，佐藤株も含めて各供試ウィルス

ェ（11～（9、株について，プラ・ク・サイズによるクロンを行なった。得られた

各クロン・ウイルスはプラ・ク継代3代の後，9日艀化鶏卵に：増殖せしめた

ものである。各クロン・ウィルスについて，そのCEに解生するプラ・ク集

団のサイズ偏向性を含めた生物学的諸性状を追求し，得られた結果，診よび

それらの性状を各々の巨魚にみられた性状と比較した結果，病原性を含めた

諸性状に法則性は全くないことが認められた。各々のS・一知よびし一クロン・

ウィルスのCEに示すプラ・ク集団のサイズに関する統計学的考察では，ク

ロン・ウイルス全てのプラツク・サイズについてS一クロン・ウイルスとL

一クロン・ウイノレスとの間に有意差の有することがみられている。これら各

グロン・ウイルスの病原性試験澄よび鶏体内分布試験の結果を各々の倉主の

示しだ値と比較した時，極めて興味ある結果を示した。中間毒型ウイルス，

1（1蛛よりのクロン・ウイルスは全く相反した病原指数を示し，すなわち，

特に1①Sが著明に病原性を失っていたことが見出され，1（11：しがなを原株

と相似の値を示したのに対し甚しい対照を示した。他の強面ウイルスエ②～

（9、株からの，S一クロン・ウイノレスの病原指数は全く各々の原語と変らず，

また各々のウイルス株のL一クロン・ウイルスもほぼ同様であってクロンに

伴う病原性の分別は殆どみられていない。わっかに，1（6、S赴よび1（7｝Sが

50週令鶏に示した病原指数から，病原性減退の相がみられたのみである。

しかし乍ら，1（71株が示したH計｝およびmam　R雄塾の性状はエ（7、Sにみら

れた特異な性状であってエ（7】：Lはヨrおよび，ma皿HAはともに←1であるこ

とが，クロンに伴って明確に分劉されて認められた。

　NDウィルスのプラ・ク・サイズと病原性との関連性については，（｝ranQff

（1961），S・hユ・eτ（1964，1968．・）．　Thi・y（1964）

およびBang（1964）の知見があるが，反面，　N　Dウイルスの病原性に

関する討論の場でBang，ゑよびSch■oer（1964）はブラ・ク・サイ

ズと病原性と望）関連性について例外の存することに同意している。さらに，
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Poユiovi「usについて大型ブラ・ク産生ウィルスは相対的に強い病原性を

有するが・この関係は絶対的ではなぐ，例外も認められ，かっこのことは，

病原性と他のmarkerにもあてはまるものであると云われている（Take－

moto，　1966）o

　本実験における，エ（1）株のクロンに伴う弱毒ウイルス，161S株の作出と，

1（2、～（9、株にみられた両クロン・ウイルスの病原性に変化のみられなかった

ことは各々のウイルスの野外に赴ける態度赴よび本実験の成績から示唆され

るように思われる。すなわち1①株の病原性は，鶏日令によって変化を示し，

一方工（2、～（9｝株はこの鶏のage　fact。rに関与することなく強度な病原性

を示したことである。換言すれば，各分離株の性状は野外での8electiOn

Pres8ure　により影響を受けた結果であると云えるようであり，1（2）～（9）

株は病原性が強調された集団に：移行したウイルス株であろうと思われた。尚，

エωs株の病原性は・鶏胎児に対する致死性がやや高いことをのぞいて，

ICPIも含めた病原指数は弱毒ウイルスLa80ta（PoultryD18ea8e

Subco㎜ittee，1963）にほぼ一致する。また体内分布が一過性であ

り，かつ極めて限局していることから1（1、S株のワク手ン・ウイルスとして

の可能性も示唆されるようである。しかし乍らこの1（1、S株がワクチン？ウ

イルスとしての適否は，さらにback－mutatiORに関して周到な調査が，

行なわれてから決定されねばならない。

　工（乃株のHr仔、澄よび皿am　H圃一1は強記流行ウイルスの多様性を思わせる

が，他のヨ1｛→およびmam　Hρの性状と同様に各々の病原性に附随した性

状であろうと思われた。各供試ウイルスのブラ・ク産生能と病原性との関連

性は他の性状と同様に，また各株からのクロン・ウイルスの諸性状も，野外

流行時の或る時点にわけるそのウイルス株が所有する遺伝子の表現型であっ

て，各々の株固有の性状であるように思われた。これを要するに今回，野外

の流行時に分離し得たVirue株を，その病原性・プラ・ク形成能および血球

凝集能などの生物学的性状の観点から比較し，更に夫々の分離株よりのクロ
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F

一ニングによって得られだウイルスについての譜性状を比較したところ，野

外の流行初期の分離株とそれ以後の諸株との間には病原性に於て明確な差の

あること，夫々の分離株からクローニングにより得られた株の中ら流行初期

の分離株のそれに，ブラック形成が小型で病原性が一層減弱し允ものである

ことが認められた。すなわちこれらの事実は野外に齢ける流行の時期によ

り，ウイルスの病原性に推移があり，流行初期に認められた病原性の弱いも

のは次第に撰択的に滅少して強毒化される傾向を示し，又一時期に分離され

たウィルスの中にも性質の異るウイルスの混在を認め，これらがクローニン

グにより更に分離されることがわかった。尚病原性とその他の生物学的性状

例えばブラック・サイズ，血球凝集能などの間には必ずしも平行関係のない

ことが明らかにされた。
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第八章　要 約

　1967年を中心に最近5ケ年間に亘って野外発生例より分離されたND

ウイノレス9株について病原性を含めた2．5の生物学的性状を追求した。鶏

胎児培養細胞に，これら9株によって産生されるブラ・クは，ひろいoize

variationがみられた。このブラ・ク集団から小型（S）お・よび大型（功

のブラ・クを選択してC■。ningを行ない，得られたクロン・ウイルスにつ

いても原株と同様，病原性および他の性状を追求した。クロン・ウイノレスの

性状と，各々の原株の性状と比較検討し，分離9株の株特異性を調査した。

　各分離株はエVPエ・，IC：PI　ゑよぴMDTから病原性について，

二種ある事がみられた。すなわち，1㈹株は中間毒型に，他のエ②～（9｝株は

解毒ウイルスの範疇に入る。

　各分離株のHrお・よびmaln　EA測定の結果，強毒ウイルスの中にも多様性

がみられた。すなわち，1（7、株はHr詮よび皿am　HAともに（＋）であった

が他の強勢ウイルス1（2、～（9、は全て（一）であった。エ①株もHI｛→および

mam　H幽であった。対照ウイルスの成績は佐藤株（強毒）H＝←mam　H丞→

B1株（弱毒）H担　mam　H選→　および石井株（弱毒）Hr6→mam　HAωで

あった。すなわちNDVのHA活性は病原性に関連しない性状であると思わ

れた。クロン・ウイルスによってCEに産生されるプラ・ク集団には各々の

由来するサイズが優勢的に産生されS一齢よびし一クロン・ウイルスの産生

するプラ・ク集団の間の統計的解析でも差がみられた。

　クロン・ウイルスの病原性は各々の原株のそれによって，影響される。す

なわち，クロン・ウイルスのIVPエおよびエCPエの結果から1（1、一

S一クロン・ウイルスは極度κ病原性の低下が，そして，1（1、一L一クロン

・ウイルスの病原性はその原株の値とほぼ等しいことが認められた。さらに．

1②～（9｝からの各々のクロン・ウイルスは殆ど原株と変らない値がみとめら

れた。
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　クロン・ウィルスのHr齢よびma皿HAの性状は各々の原株と，変らない

性状を示したが1（7、株のHrげ、およびmam　H雄｝の性状は1のS一クロン・

ウイノレスが保持し，L一クロン・ウイノレスは（一）であった。

　NDVのブラ・ク・サイズと病原性との関連性については小型プラ・ク産

生ウイ1レスは比較的病原性の弱い傾向はあるが必ずしも比例しない。すなわ

ち，エ（1、株は日令の様な鶏の生理的条件によって病原性が異なってくる。反

面，エ②～②株は日令にかかわらず強い病原性を示した。いつれも野外の

8election　pro8sure　により生じπ異なった性状であろうと思われた。

これらの他にヨrおよびmaln　HA性も各々の株の病原性に伴った性状であろ

うと思われた。すなわち各分離株にみられπ性状は，その時点にお・けるウイ

ノレス株の所有する遺伝形質の表現型であり，いつれも株特異性と，云える様

である。

稿を終るにのぞみ，越智学長に敬意を表し懇切なる御指導．及び側交閲を

賜った斉藤保二教授並びに今井信実教授に衷心より感謝をいたします。
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