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Abstract

Four strains of Japanese encephalitis virus and 3 strains of group A arbovirus were

isolated from mosquitoes of Aedes vexans nipponii caught in Nagasaki area during epidemic
season from 1965 to 1968. The latter strains isolated were closely related to the strain

MM2021, Getah virus, a group A arbovirus. One of the isolates, MP 1805 strain, was
found to be able to form plaques in primary chick embryo cell cultures with the plaque
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size of 2 or 3mm in diameter after 2 days incubation. By the method of plaque reduction,
neutralizing antibodies against MP 1805 strain were detected in the sera of 4 of 47 cases
which were acute febrile illness confirmed serologically as non-Japanese encephalitis and
occurred during the period of epidemic season from 1964 to 1967. One of these 4 cases
was found to have significant antibody rise in converescent serum.

は　　じ　　め　　に

日本における日本脳炎(日脳)り分f分&釆の)媒介蚊は

コガタアカイエカが主役であることは多くの研究者の

一致した見解である.従つて日脳流行潔における自然

界のウイルス撒布を知る目的でしばしばコガタアカイ

エカに限つてウイルスの分離が行われ,分離効率や分

離頻度によってウイルスの汚染を推測する方法がとら

れる.しかし,こうした自然界におけるウイルス撒布

の推定のためには,ブタの日脳ウイルスに対する高い

感受性とコガタアカイエカのブタに対する強い吸血時

好性の両面から考えて,むしろブタの血球凝集抑制抗

.体〔HI抗体),特に2ーメルカプトエタノール感受性抗

体の保有率の上昇をウイルス汚染の指標とする方法が

っ一般化している現況である.これはウイルスの分離よ

･りHI抗体測定の方が実験手技の上でより簡便であるこ

ともその理由である.今日,日脳ウイルスの生態学の

研究はコガタアカイエカを中'L､とした感染環の究明に

重点が注がれているが,日脳ウイルスの越年の手がか

りとして行つた越年雌コガタアカイエカからのウイル

ス分離は未だに成功していないし,早春及び晩秋にお

ける日脳ウイルスの出現,退潮にコガタアカイエカ以

外のものの閏輿も想定してよいo

1964年以来,当研究所ウイルス学部門と当大学医学

部医動物学教室との協同研究で日脳ウイルスの生態学､

が追究されてきたが,たまたま19ら5年, 19らり年及び

19ら8年にAede∫のexans m仲onliから目脳ウイルスが分

離され, 19ら7年にはA群アルポウイルスが検出された.

上記のウイルス検出の時績ま日脳流行盛期をずれる場

合があることから日脳ウイルスの)疫学的背景に　Aedes

vexans n軸のniiが果してどの)ように関興するかは今後

の課題として残されねばならないと考える.ここに

Aedes vexans n軸のniiからの)ウイルス検出の)経過をま

とめて報告し日脳ウイルス生態学のための―参考資料

として記録にとどめることとする.

材　料　と　方　法

蚊の捕集:長崎市近郷で1965年には茂木,戸町,川平

で, 1967年には員津,茂木,戸町,為石で,19占8年には員

津,茂木,戸町,西山,木場崎及び小江原などで摘果

した.ウイルスが検出された　Aedes vcxans nippのm'i

は上記のうち,貝果　茂木,戸町,小江原,及び為石

の5ケ所で摘果されたものであって, Fig lに示した

通りである.捕集蚊ほ5日ないし, 5日間室温で飼育

した後炭酸ガスで麻酔して分類し,ウイルス分離の暗

までー70-Cに凍結保存した.

ウイルスの分離及び同定:ウイルス分離は既報(柿

等, 1965, 1966)に記載したように晴乳マウス脳内接

種症によつた.分離ウイルスは福見等(1967)の方法

で補体結合反応,マウスによる交叉中和試潔によって

同定した.

Plaquっe形成及び中和抗体の検査:分離されたA群

アルポウイルスのplaque形成試験は中村等〔1965)め

記載に従つた,即ち, 11日醇化ニワトリ腫をTrypsinで

消化し, 10#仔牛血清加Hanks潔に再拝併し7.5cm

シャーレに分注, seedingし1日培養後の単層培養

細胞を使用した.細胞を燐酸緩衝液で洗漉後,各階段稀

釈のウイルス液0.2mlを接種し37-C l時間吸着させ

double buffered Henks液で作成したAgar-overlay

を重層し2日目に　plaque数を算えた.中和試験に

は1O倍稀釈の被検血清とIQQPFU/Q.2mlのウイルス

液を等量混合し37-C l時間保つた後シャーレの)単層培

養細胞に混液の3　0.4mlを接種し37-Cl時間吸着を行

いdouble buffered Hanks agar-overlayを重層し

た. 2日培養後plaque数を算え5D%減少率を求め中

和抗体の有無を検定した.
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質g･ 1　Outline of Kyushu island survey station in Nagasaki.
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成　績　と　考　察

Aedes vexのns mppontiから日脳ウイルスの分

~離: 1967年はコガタアカイエカから口脳ウイ分L分スが分

離されたのは6月25日から7月27日の問であった.同

年におけるAedes vexans n軸oniiからの)目脳ウイルス

の分離は7月14日で日脳流行盛期である.また, 1965

年及び19ら8年におけるコガタアカイエカからの日脳ウ

イルスの)分離は5月SOSから9日6日及び7月230か

ら8月7日の)問であつた.両年におけるAe.des vegans

T7軸oniiから日脳ウイルスの分離例は6月12日及び

り月22日で,コガタアカイエカからの最初のウイルス

分離の時期とほとんど差がないことが注目された.こ

の)際　Aeaes vexans n軸のniiから目脳ウイルスの)分離

は吸血液中に含まれる生残ウイルスに由来するものか

或いは蚊体内での増殖ウイルスの検出であるかば重要

な問題であるが, MP344を分離した蚊以外はドライア

イスに誘引されたものであるので,捕集時には末吸血

の)状態であり,またMP544を分離した潔には吸血直後

のものも混在していたが,吸血彼の肖化のため捕集後

5日ないし5日間,室温で飼育した致,分類,同定し

ウイルス分離の)時期まで-7OoCに凍結保存されたもの)

であることを考慮するとAeae∫ vexan∫ n軸oniiからの)

日脳ウイルスの分離例は蚊体内での増殖ウイルスに由

来するものと理解してよいと思う.しかし, Hodes

(194ら)は別亜種である　Aede∫　vexans nのcturnu∫を用

いた目脳ウイルスの実験的感染でウイルスの伝播の可

能性を示しているが　Reeves and Hammon (194ら)

ほAede∫　vexans　の)原種を用いての)実験的感染の不成

功を報告している.従つて地理的な感受性の変異につ

いては今後の問題として残されている.

いずれにしても19ら5年及び19ら8年の分離例のように

コガタアカイエカからの日脳ウイルスの最初の分離暗

面に一致して日脳ウイルス流行の)早分部である例がある

ことはAede∫のexans花軸oniiの)生態の)追究と共に日脳

ウイルスの生態の一面を知る上に重要な意義をもつも

のと考えられる.

A^edes vexのnS T居ippom柏ハらEI脳ウイルス以外

のアルポウイルスの分離:

Table 2に示すように, 19ら7年にほ2ケ所で捕集さ

れた　Aedesのexans nipponiiからそれぞれ日脳ウイル

ス以外のアルポウイルスが分離された.分離ウイルス

はEther及びSodium deoxycholate　に感受性で

ある〔TableS).Fig. 2にA群アルポウイルスのD Batai
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Table l･　JE virus isolation from Aedes vexans n軸onii mosquitoes
caught in Nagasaki area･

Mosquitoes of Aedes vexans ni卯onii were caught during the periods from May 8 to October 12 in 1965,

from April 13 to September 5 in 1967 and from April 17 to October 12 in 1968.

Table 2　　The isolation of non-JE virus from Asdes vexans ni｣坤onii

mosquitoes caught in Nagasaki area, in 1967.

ながら交叉反応を認めた･しかし,分離ウィルスの3

株の抗血清に対しGetahウイルスMM二2021株は白原

抗血清に対すると同じ程度に反応した･またBataiウ

イルスMM2222株と分離ウイルスとの問には交叉反応

を認めなかった.晴乳マウス脳内接種法で行った交叉

中和試験の成績はTable 4に示されるように,分社

株のうち　MP18□5株はA群アルポウイルスのGetah

ウイルスM2021株に近縁であってTaGAr ol株とは

全く異ることが明かである･

Table　2に元きれZl上うに分離ウイルスのうち　MP

MM2222

AMM2021

NP 1805

MP 19o3

ト肘2222 '1MM202】 HP1805　MP1903　MP2327
t.gen

i♀trainsNumberofDateof

｡i*d-osquitoes-osquito
inap｡｡Ic｡Ilecti｡nγJet]
-o
;｡Il吉tiodofPlace<
squito-osquii
ecti｡nc｡Ilect!螫n

33333333333333333333
MP1805300June7DryicetrapTameshi

MPl帥300June15DryicetrapTameshi

MP232767July28DryicetrapTomachi

Strains

isolated

NumberofDateofMethodofPlaceof
mosqu
ina苦oesmosquitomo
｡｡Ic｡Ilecti｡nc｡Il喜quitomosquito
cti｡ncollectionMP　259

MP　344

MP　2240

MP 3588

200　　　　　　June 12, 1965

65　　　　　July 14, 1965

314　　　　　July 14, 1967

56　　　　　　July 22, 1968

Dry ice trap Tomach

Dry ice trap and Mogi
with the aid of live-

stockpen

Dry ice trap Kaizu

Dry ice trap　　　　　　(oebaru
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Table 3　　Effect of ether and sodium deoxycholate on mfectivity

of non-JE virus strain MP 1805.

Infectivity
chemicals-〔SMLDBO)-A^.-Keductiouo王titer
nottreatedtreated

Ether　　　　　　　　　　　　　6.2　　　　　　　　　3.7　　　　　　　　　　　　　　　2. 5

Sodium deoxycholate　　　　　　　5. 8　　　　　　1. 5　　　　　　　　　　　　4. 3

っ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　っっ■っ■■　っ　っ　　　　■っっっ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　っっ　　　一　　　　　　　　　　■っ■　■■っっ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　っ　っ　　　　　　　　っ■っ■　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　っ　　　っ　　っ一

Infectivity titer was expressed as logarithm of the suckling mouse LD50 end point titer.

Table A Cross neutralization test of MP 1805 strain.

っ　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　っっっ　一　　　　　　　　　　　■っ■　　　　　　　　　　　　　　　　　　っ　　　　　　　　　　　　　一　　　　　　　　　　　　　　　　っ■■　　　　　　　　　　　っ■
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virus Original liter MM 2｡∴1証左訂--一っ
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MM　2021

MP 1805

The size of plaqueswas given 2-3 mm in diameter after 2 days incubation.

告し,中村等(196日)は2株のSagiyama類似ウイ　　　Hanks agar-overlay　を重層し2日間の培養後の

ルス　Scherer et al. 〔19ら2)は2抹のSagiyamaウ　　　plaque　の大さは2mm前後であった. 4日ないし5

イルス及びGetahウイルス, Hurlbut and Nilbley　　　日間の)培養ではplaqueの)大さは4mm前面に及んだ･

(1抵4)は1株の)Sagiyamaウイルスをそれぞれ報浸告　　　2日培養後の感染価は7.4x l口spFU/mlを示した･

している.このような事実は特にF]本における　Aede∫　　　Stimm and Henderson (1969)ばPS-Y15細胞を

uexans n軸oniiが関興するアルポウイルスの)生態を今　　用いGetah　ウイルスは4 Ej目に　plaque　が出現し

後亘らに追究する必要があることを示しているものと　　plaqueの績ま最大2mmとなると述べているが,こ

考える.　　　　　　　　　　　　　　　　　　　れは使用細胞及び　Agar-overlayの)差果による結果

分離ウイルスのpl乱que形成とその血清疫学:　　　　であろうと考えられる.

MP18□5抹を用い時化ニワトリ補田績によるplaque　　1964年からl抵7年に至る4年間に発生した急性熱性

形成を試みた.ウイルス接種後　double buffered　　疾患者の)対血清の)うちEIBハエ'ウイルスに対するHI抗体
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Table 5-　　Detection of neutralizing antibody against the antigen

of MP 1805 strain by plaque reduction test.

v<サ.サfNumberofcasesyeartested
Number of sera confirmed antibody

acute stage converescent st甥e

1964　　　　　　　　　　§　　　　　　　　　　　　o 1

1965　　　　　　　　　　　　22

1966

1967　　　　　　　　　　　10

Tota1　　　　　　　　　　47

§　-･The sera was obtained from cases of acute febrile illness which were confirmed no HI

antibody ∈噂ainst TE virus.

が検出されなかった4ワ件について　plaque reduction

testを行ったところ, 4件はMP1805株に対する抗妹

が証明され,そのうち1件は抗体上昇をも認めること

が出来たが,本分離ウイルスの病原的意義は今後の調

査及び実験的研究に保たねばならない(Table 5)

1957年　Scherer et al. (1962)によってGetah

ウイルスが日本で分離され,その後も繰返えし検出さ

れている･中村等(1967)はGetahウィルスMM

2021株に対する年令別抗体分布を調査したところ,坐

体の1 %が抗捧を保有し特に高年令層では4･2%とい

う高い陽性率を示｣したことを記録している･長崎地方

では急性熱性疾患者という特殊な症例についての調査

であるが前記のように47件中4件は既往に本ウイルス

に暴露されたものと推定することが出来たが,このよ

うな事実は日本におけるアルポウイルスの研究の一環

として究明されねばならぬ問題である.

お　　わ　　り　　に

関東地方から沖縄に至る広い範囲において　Aedes

vexam n軸omiから　Sagiyama及び　Sagiyama類

似ウイルス. Akabane　ウイルス, Getahウイルスな

ど種々のアルポウイルスが分離されているが,長崎地

方では1965年, 1967年及び1968年に　Aedes vexans

1"･¥pponiiから日脳ウイルスが分離された.捕集蚊は末

吸血のものか或いは吸血直後のものを含む場合も分類

同定の前3日ないし5日間は室温で飼育されているの

で吸血液中の生残ウイルスに由来するとするよりむし

ろ蚊体内での増殖ウイルスの検出であると考えられる.

また1967年にはAedes vexans n軸oniiからGetah類似ウ

イルス3株が分離され,その分離の時期は日脳流行の

早期と晩期に相当していることが注目された･

以上のようにAedes vexans nipponiiが関與するア

ルポウイルスの生態学的研究,特に日脳ウイルスの疫

学に占めるAedes vexans n軸oniiの役割は緊急を要す

る研究課題であると思う.
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