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かつ加熟1べ活化抗原でも試験NF熊である心と'v)利点パえ

ィiし，実験閲塙，成翡愈「l1Y1によ-、て1ま打1廿杖了段l:l 

c祈1Hできるものと息われる 0

2 組織培五法の確立

規今，組織培五法の活用はウイルス柄0)研究に

.. , □1叫欠0)手段である C, この研究所におし、ても従末

／）技術り導入1開発に努力がなされたが，加設そ U)他I

第 2表 VN試験と ICF試験による，＇＇八

血心抗体/illj測定伯U)比較

VN試験による ICF試験による
試険牛 抗体価 抗体価

番バ 強占ウイルス攻撃 強山ウイ Jl.

前* 7日後 即* 7 11 
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＊ワクチン接種21日後

VN=ウイルス中和反応， ICF=間接袖体結合反応

ずかしし、条件か多く，成呆をl:げるに全らなかった

種々の条竹0)検詞改汎を行なし、実験を重ねた結果）｛丁

期も大平を過ぎる切にな,,、て，やっと［豚腎上皮組緑

<7) J')'t_),;q細胞培査が定常的に行なしヽうるように心った。

窮 2表は，この糾織培長を活用した試験の結果の 1例

である。

この表は， ワクチン~試験＇卜の血泊中の」力体価を，

lCF試験と，組織招丘を用し、た VN試騎によって測九

し比較した心いであら r

惰翡は初 I叫派辿い研究員としてこ〇~）研究所に ll:iT

し，孤軍佑罰jり iちに 1年が過ぎた。任期の計j半はロ

とんど研究J塁椅iTJ幣仙と研究材料の確保に追われ，ま

た，後半は研究手段術式り）確立に多くを費やし，充分

な研究成果をあげ得なかったことを遣憾に思ぅへしか

し， 口蹄疫の流行について種々買璽攻見聞と体験を印

ね得たことははなはだ有色息であった。 !CF試騒およ

び組織培投法の確立は， ili所におし、て試騒動物(7)I紅中

抗体測定に役立つことが少なくないと息われ，今後こ

れらの方仏を活用した研究の成果を期待ずるもいてお

るC 
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l 組織培贔法による II跨疫のlj'l和抗体測定

着ff、竹時，‘引研究所では中和抗体の測定につし、

全く実膨されておらず，当研究所で快造されてし、ろ

Fn→ nkel 法による不活化ワクチン（以ドワクチンと略

ず）り免疫原性につし、ては明賄で芯かった，、そこでこ

り免疫原竹を知るた¢もり力i1、として，定是的中和抗体

測定法につし、て検祠し

まず彼初にウイルス価検定こつし，て，仔牛腎細胞

（着f「‘片時研究所で使用してし＼た）を用 lヽ ズ検ii、1した

が，良好！［結果が得られなかったため，バンコクにあ

るウイルス研究所の山田夷門家から 1ぅHK (ベヒーハ

ムスク←—腎）株化細胞を分与してもら 1,,検討したと:.

ろ， 0, A, Asia 1 各刑ウイルス価につし、て良好な

結果を得此〉それ以後，組織培費にはすべて BHK細

写真 1 口蹄疫ワクチン製造作業

胞を月］し，て実験を行なっ tこC

つきに｀各刑ウイルスとこれらのウイルスに感染阿
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復した牛血泊を用いて，中和抗体測定J)ための脳礎試

験すなわち，ウイルス駄と fnJ復1(1国を混合後の中和時

間や温度並びにこの髭合液をBHK細胞に按柿後の慇

作時間などにつし、て検討し］こ。

写真2 組織培養による口蹄疫の中和抗体測定試験

1) 成呆 血清中の中和抗体価の測定は， S6℃ で

:-io分間』「働化した各希釈段陪(})血泊 O.Smlに 200

TCIDsoiO_ 1 mlのウイルス液cl)等贔を混合し， 3TCv, 
但温槽に3[)分間感作後，その 0.1mlずつを BHK細

胞培壺試験管に接種し，さらに :-i,℃ で:-in分間孵卵器

内で感作して維持培地を加えたのち，孵卵器に静岡し

5日間細胞変性効果の打無を観寮することによって，

定砧的に抗体を測定することができた。現在，当研究

所ではこのガ法によって中和抗体価を測定している。

2 口蹄疫ワクチンの効力試験牛におげる中和抗体

の推移

前項 10)定斌的中和抗体測定法によって， 0, A, 

Asia lの各型ワクチンをそれぞれ異なる牛に汁射後，

大体 7, 14_, 21日目の抗体陀生状熊を調べ， 21日uに

それぞれ同刑ウイルスの 10, 000 ID,o (3096感染恥

を牛舌L皮内に攻撃接種し，その後の全身感染の有無

との関係につし、て検討した＾また， ウイルス攻撃後の

抗体推移についても調べた。

写真3 口蹄疫ワクチン効力試験

（ウイルスの舌上皮内接種）

成果 第 1, 2, :-l図に略小した？概要はつきの如

くであるこ、 1) 0型ワクチン注射牛の抗体産牛はきオ）

めて悪かったが， これは免疫原性が弱かったことによ

るものと息われた。他り A型， Asia1塑ワクチンでぱ

艮好な免疫を賦与したっ •般に，中和抗体は大体 7 日

日切から1辛生し. 21日目にほぼ最高値に此するも!)と
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第 1図 （）型不活化ワクチン注射後並に攻撃ウイルス接種後の牛における中和抗体産生
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第 2図 A型不活化ワクチン注射後並に攻撃ウイルス接種後の牛における中和抗体産生
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第 3図 Asia 1型不活化ワクチン注射後並に攻撃ウイルス接種後の牛における中和抗体産生

考えられに 2) ワクチンの効））試験におし、て，

10,000 IDso り攻撃ウイルス最に対し全身感染を防繋

ずるためには， 20倍（血泊希釈）以上O)中和抗体価を

ィ—j しなげればならなしヽことがわかったの 3)各邸ウイ

ルス攻蟷接種後の中和抗体は. 7日目に最裔値をぷす

もハが多く，おそくともu日目にはすべて最裔｛直とな

り．以後暫らく抗体は減少しなしヽものと思われた。な

麟対照牛ではウイルス接種後 5日「1から中和抗体が

出現し， 7-~H 日目に最高値に逹したっ

3 間接補体結合 (ICF)反応による口蹄疫の補

体結合 (CF)抗体の証明

CF抗体の証明につしごごは，多くの研究者によ→ て

行なわれてきたが，いまだ日常の実験室的診断法とし

て確立されていないようである。現在では組織培費に

よって中和抗体の測定が容易になり， CF抗体につい

ては閃心がうすれている~＇しかしながら, CF抗体の
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検出がもし容易に丈施されるならは， 1(1ti;'f学的診断上 作し，溶If[[系 (4爪位） 0. 1 mlを加えて更に：・JT'C

心義あるものと思われる。この抗体測定についてはさ :30分間感作したのち，溶血度をl'lj定し！ここ 1）〗/,Iり入ょ
きに徳田研究員によって報告されたが，今回さらに追 徳田法と殆んと同様な糾果とな，）たが，莉1・→こと喜5

試検討を加えたものてある。 点は抗原，指小血泊，補体の屯位を決定したことで主~
1) 成果 (1) CF抗体証明のための反応術式を汰 る。 (:l) 上記の術式によって特異的に CF抗休の如I

定するために，徳田法並びに Traub法の補体検定， 度を凸l禍めることが靡忍され， 出た，各ウイルス州

抗原検定，抗Ifft清0)力価検定などを応用して，し、ろい とそれらの感染牛の[nj復Jfll出との間にはとんと父芯1又

ろな条件下で予備試験を行 4心った。 (2) 多くの予伽試 応もみられす，「l常の診断法）)-』l)Jとして， u・1、ク，ィ

験の結果， CF抗休測定のための本試験ては下記の条 の口蹄疫研究所で利用されてしヽる

f'I下が般も適％てあったへすなわち，口蹄疫に感染[n] 4 r I蹄疫ワクチン,))効））試険牛における lF孔体

復した牛Jfll泊 (56℃ 30分非働化） 0. 1 mlに抗原 (1 の推移

単位） 0.1mlを加えて 37℃ で 30分間感竹させたの 2い項の試験と同じ牛血計を）llい， 3の項り術人こ c,C

ち，指示rr11沿（モルモノトの抗血泊 l単位） 0.1 ml, って， ワクチン注射後並ひにウイルス攻撃拡種後の(

補体 (1.5箪位） 0.1 mlを加え， 3TCで 30分間再感 F抗体の推移を調べたヘ
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第 4図 O型不活化ワクチン注射後並に攻撃ウイルス接種後の牛における CF抗体産生
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第 5図 A型不活化ワクチン注射後並に攻撃ウイルス接種後の牛における CF抗体産生
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第 6図 Asial型不活化ワクチン注射後並に攻撃ウイルス接種後の牛における CF抗体産生

］） 成呆 第-1, 5, 6図に略ホした。概略は下記

Jぅ如くであるり 1) ()型ワクチンではとくに注射後の

CF抗体産牛は悲かったが，他の良好な免疫賦か能り

あるワクチンでは， 7日1、1頃から検出可能であった，9

しかし，中和抗体価と比較ずるとかなり低く現われ

た0 12) 0, A, Asia 1月リの共通点として， CF抗休

価の禍いものほと攻撃ウイルスに対する恥変も弱く，

低し• ものほど強い傾向を示したc そして， 10培以Jこの

CF抗体価を有する牛は JO.000 JD50 r/)攻撃ウイルス

に対し仝身感染を防禦したC 5倍の抗体価を有する牛

でも殆んど全身感染を示さなし•ものが多かった， (:l)

ウイルス攻璧接種後の CF抗体の揺移は，ワクチ｀ノ

注射による免疫程疫によって多少異なるが，大体 7I! 

目に最向伯に逹し，以後料らく減少しなし、傾向を示し

たi また．対照牛ではウイルス按種後 -1rl Hから CF

抗体が出現し，その後は大体上記と同様な抗体の消長

をぷずものと思われた。

5 口蹄疫無発生地域とし、われてし、るタイ国南,%ゾ）

牛の抗体調査

タイ国南部では約-10年米口蹄疫フリーといわれてし、

るが，いまだウイルス学的血清学的に調査検討されて

1,, なかった fヽヽ"i国で 11蹄疫フリーとし、われてしヽる恨拠

は，臨床的に野外ての発牛例がなし、とし、われてし、るこ

、ピや， ワクチンの効}J試験時にウイルスのみを接種さ

れた対照牛が殆んど令身感染を小すことこ基づいてし、

るに過ぎなし、。しかし， この攻撃ウイルス量は多輩で

あり，ぎわめて弱し＼免疫状態の牛，冽えば 5-10倍程

度の中和抗体を有する牛では，感染防寮でぎないこと

が 2の項の成紐から明らかであるー、 一般に熊処僻健康

牛では 5f音以上の抗体価をふ苔なし、も il)と考えられて

し、る。そこで，これらの、点につし、て検討するため，'''!

研究所でワクチン効刀試除牛として，タイ国南部から

購人した 2~3 オの牛 239 顕について，前項 l 0)定鼠

的中和抗体澗定法並ひに前項 3Ol ICF反応（成績は

紙面の都合で省略）によって， 0, A, Asia 1の各刑

ウイルスに対する抗休調査を行なった＾

1) 成果 (1) 0月リウイルスに対し， 5倍希釈血

店で陽性をふしたものは13頭 (5.H,), 10倍では 1頭

(1.7'?,0), その他は 5倍以下であった9、12) A刑ウイ

ルスに対しては 5倍以下であった。(:,) Asia 1型ウイ

ルスに対し， 5倍希釈で陽性をふしたものは 3頭(L:i

06), その他は 5倍以卜であったご， (i) 反応阻性牛は過

去におし、て口蹄度に感染したことも疑われるが、現段

階では調査例数も少なく， またり来種牛の固体差や飼

育環境その他によっても多少異なることも考えられる

ので， これか直ちに II蹄疫と結びつけて断定すること

はできなし、，，，したがって，今回の調査結果からは， ll 

蹄疫が存在するとし、うこと心皆無てあるといりことも

云えない。この重要な間尉点につし、ては，さらに出，糾

地域の牛血泊につし、て例数をふやして調査を続：ナて 1,,

く必要がある。

6 17 蹄疫ウイルス人工感染牛の臨rt~斤見ならし＼こ

血液所見

当研究所では II蹄疫ウイルス按柿牛ゾ）臨床所見iこつ

し、て殆んど記録がなく，担当者の経騎によって記！謡し

てし、るに過きなかったでそこで， タイ囚在来稀牛り）ウ

イルスに対する感染発杭状態とそ，））後の経過を明らか

にするため各型ウイルスの 10.OOtl ID,oをそれぞれ 3

頭ずつ在来柿牛の苫卜皮内に接種し，約 5週間臨床検

杏並びに血液検査を行なった、ヘ



(l08) 熱帯農研集報 No. 21 

!) 成果 臨床所見ぱウイルスと牛の両方の性質の

かねあいによって多少異なるが，大力の症状は大体共

叫しており，各ウイルス型間による差はとくに認めら

れないようであった玉紙面の都合上 2例のみを第 7, 8 

図に示した。また，死亡例はまれであるが，その症状

は第 9図に示すように特徴的な所見をぷした。(!) 臨

床所見 '.l' 体温はウイルス按種後大体24時間で急激

こ -Hl~-!l"Cの発熱を示し，人体 2日間栢留したのち

, i~-1 日日に下熱する。元気食欲も梢失する o Ill日目

唄一時再発熱するものもあるが，これは蹄の水胞形成

破損後の細菌の二次感染によるものと息われる。'、2脈

膊は発熱に伴な，、て第 1日目に増加する例が多いが，

第211目には減少し，下熱と共に正常に復す傾向を示

ず。1耳発熱する例では再び増加するものもあるoil'呼吸

数は脈膊数と大体平行する仙向がみられるが，下熱後

2 日目切から -1~3 日間呼吸測定困難となるものもあ

るoA. 苫上皮内にウイルス接種後の病変は， 2-1時間

日に部分的に水胞を形成し， -18時間後には円全般に及

ひ，水胞ぱ破れて爛斑が現われる。この爛斑は 4~5

fl後から回復に向い，早いものでは108以内，遅いもの

二I'i  

一

. I 15 1 40 36,0i 
I - '  

＇ 
I —-—-,',  --

''  
5 1 ,o 1 350: r 
日1釦K数・ x]ll丸

氣！色ふ

し,,,し

印内食

ll抒I灯亥

訊油食

it欲 f消

X]11' 

では 3週間以内に完治するっ⑤ 流涎は丙の打いをと閃

連を有し，接種後翌日からみられるものもあるが，大

体 2日且から認められ， 10日［」頃には殆んど消失す

る。 (6) 蹄温は商くなり，蹄冠部，趾間の皮内の水胞

形成1ま，按種後 2日「lにみられたものがあるが， これ

はぎわめてまれな例であると思われ， 3日目になると

大体全身感染して症状はきわめて明瞭となり，蹄訓間

の水胞形成は破れて爛斑を形成するぐ、そして歩行をき

らうようになり跛行するでその後爛斑が梢失して正常

に復するまでに1ま，牛舎内のコンクリート j--_O)飼投管

雌で約 2週間要する。治癒の経過は飼壺管押条件によ

って異なり，野外で日然感染した場合は，細菌による

二次感染やウジの発生などで治癒するまでにかなり経

過が長くなる例が多いものと思われるC ('7 食欲は舌

病度と或程度関連を有し，ウイルス接種後 2l=l f.Jに囚

や 11/百に爛斑形成がみられると同時に食欲減退がはじ

まり， 3~4日Hには全く撥絶するぐ食欲の回復ぱ囚

病変がはじまってから約 1週間後に回復しはじめ，同

時にjじ気も回復するn

2) 血液所見 重症例では白血球が半減する例がみ

口
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Asia 1型ウイルス接種牛の臨床所見

られたが，一般的にとくに口蹄疫に特徴的な血液所見

は見出せなかったっ

以上の所見から，現在タイ国で知られている 0,A, 

Asia 1型ウイルスを，在来種牛へ人r:接種感染させる

ことによって，タイ国で自然発牛してし、る 11蹄疫の臨

床症状について推寮することがでぎた，＂
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