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Abstract: The effect of mouse spleen cells immunized with either live or beta-propiolac-

tone (BPL)-inactivated rabies virus on the spread of rabies virus was studied in vitro.

Spleen cells from C3H/He mice immunized with approximately　5×107 focus forming

unit of either live or BPL-inactivated rabies virus (Flury-HEP strain) first showed a low

level of specific cell-mediated cytotoxicity on day 4 after immunization. The cytotoxicity

reached a peak on day 7 and then declined to a low level on day 14. In conjunction with

the development of this cytotoxic activity, immune spleen cells significantly suppressed

the virus spread in the virus-infected mouse neuroblastoma cells (strain N-18) as revealed

by the inhibition of virus specific fluorescent focussize during a 30hr of incubation period.

This activity was apparently due to the T lymphocyte populations of immune spleen cells

since the activity was not diminished by the depletion of plastic plate adherent cells from

spleen cells nor by passage of non-adherent spleen cells through nylon wool column.

However, it was abrogated by prior incubation of non-adherent spleen cells with anti-Thy-

1 serum and complement. In addition, neither antiviral neutralizing antibody, interferon

nor lymphotoxin was detected in the infected murine neuroblastoma cell culture fluid co-

cultivated with immune spleen cells. This activity was observed only when immune spleen

cells and virus infected cells shared at least one H-2 haplotype. This focus size reduction

activity was also observed in the spleen cells of mice immunized with BPL-inactivated

virus to the same degree as with live virus.
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狂犬病は,感染から発症までの期間が比較的長い

ため,感染後にワクチンを治療的に投与〔Postex-

posure vaccination)して,発症を阻止できると言

われている.しかし,その発症防禦機構については

不明な点が多い―

種々の実験動物での,いわゆる予防的ワクチン投

与〔Pre―exposure vaccination)においてほ,産生

される中和抗体が感染防禦に重要な役割を果たして

いることほSikes elal. 〔1971〕によって明らかに

されている.　LかL, Baer et al.〔1972〕による

マウスの実験系では,ウイルス感染後に抗体を移入

Lた場合,そのマウスの生存期間を多少とも延長す

ることほできても,死亡率を減少することほできな

いことを報告し, Postexposure vaccinationによる

発症防禦機構での中和抗体の意義に疑問を投じてい
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る･

一方, Wiktor et al･(1972), Baer et al･ (1977)

紘,感染後に投与するワクチンのインタ-フェロン

(IF)産生能の有無,強弱が狂犬病発症防止に重要

であり, IF産生能のないワクチンは発症防禦効果

が少ないことを報告Lている.またWeinmann et

al. (1979)ほ,狂犬病感染サバルを,ヒトIFの投

与の)みによって顕著な治療成績を得たことを報告L

era聞∴

一方, Kaplanet al. (1975)紘,正常マウスで

は不顕性感鄭こ終始する弱毒狂犬病ウイ水ルスが,免

疫抑制マウス,ヌ-ドマウスあるいほ抗胸腺細胞血

清処理マウス等で,致死的感染をひきおこすことを

報告L,狂犬病ウイルス感染からの回復にほ細胞

性免疫の関与があることを指摘している･また,

Mifune et all(1980),三舟(1980 a)はPostexpo-

sure va℃℃inationによる発症防禦において,ワクチ

ンにより産生される抗体,あるいはIFのみでほ説

明できない,細胞性免疫あるいほ他の免疫楼序の関

与の可能性を示唆した･

狂犬病ウイルレスで免疫された動物に,細胞性免疫

応答が誘起されることは,これまで, Tignor etal

(1976), Wiktor et al. (1977),三舟ら(1980 a)

による免疫牌細胞の標的細胞障害(℃ell-mediated

℃ytotoxi℃ity)試験, Lagrange et al･ (1978),

Tsiang and Lagrange (1980〕による遅延型過敏症

の発現, Wiktor et all (1974)によるり､バパ球幼君

化現象等が報告されているが,この細胞性免疫応答

が,実際に,狂犬病ウイ水ルスの増殖あるいは伝播

に,そして発症防禦にどのように関与しているかに

ついてほ,未だ不明である･

Ennis (1973〕は, -ルペスウイルス免疫肺細胞

には, in vito　で-ルルペスウイ水ルスの周辺細胞への

伝播を抑制する効果があること,従って,ウイ水ルス

によるブラックのサイズを抑制する効果があるこ

と,そしてこの反応が,遅延型過敏症の出現,マク

ロファー､ル遁走阻止試験の成績と良く-致している

ことを示した.

この研究では,狂犬病ウイルスで免疫されたマウ

スの肺細胞に,上記のような細胞性免疫応答の,よ

り直接的な表現である抗ウイルス作用が認められる

か否か,そしてそれは誘発される標的細胞障害活性

とどのような関係にあるか,また,ワクチンとLて

使用される不括化ウイルスでも,同様の活性を誘発

することが可能か否かについて検討し　狂犬病発症

防禦の機転の-端を明らかにしようと試みた･

材料と　方法

細胞およぴマウス: A系マウス由来の神経芽

(MNB)細胞のN-18株を軟寒天中でタロ-ニバグ

(Ma℃pherson and Lu℃ Montagnier, 1964〕した

もの)をダ水ルペコ-変法イ-グルル培地に5鬼つ牛胎児血

宿(F℃S),　5%仔牛血清(℃S)およぴ3g/l

の3 NaH℃03を加えた培地(DM　5+5)中で増殖

させたものを使用した･ ℃ER細胞(Smith et al･

1977)ほイ-ゲバルMEM培地に5%F℃S,　5%

℃S, 1･3g//の　NaH℃03　を加えた培地(MEM

5+5)で培養した�"　L929紳胞ほMEM-5%℃Sで

培養した.初代ニワトリ胎児(℃E)細胞ほ7日目

受精卵から常法(山内-也, 1973)に従って作成し

た. Vero細胞ほ　MEM-10%℃Sで培養した.

マウスはMNB細胞とH-2K部位が共通な純系

℃3HバHe　の5週令-8週令のものを使用した･

ウイルス:狂犬病ウイバレス固定株の　Flury-HEF

株および℃VS株を用いた. Flury一HEP株ほスト

ックウイバレスを　Mitune et al. (1980)の方法に従

って℃E細胞で増殖させたものを使用Lた･狂犬病

ウバイルルスの感染価は, Smith et al. (1977) oの方法

に従って迅速蛍光フォ-カスカウソト法で行ない

8 ×106 Focus forming unit (FFU)/mlであっ

た･ ℃VS株ほ, Vero細胞でタロ-ソ化したもの

をMNB細胞で増殖させ使用Lた･感染価ほ6 ×108

FFUバmlであった･ Vesicular stomatitis virus

(VSV)はIndiana株を使用し, L9細胞で増殖,

継代されたものを用いた･感染価ほ1Q6.5 T℃ID5｡/

0.2mlであった･シソドビスウイルス(MP684株〕

のストックは, Vero細胞で増殖させたものを使用

し,その感染価は1.7×108 PFU/mlであった･

免疫原:三舟ら(19紬a)の方法に従ってFlury-

H E P株を℃E細胞で増殖させ,その培養液を低速遠

心し,上清を更にペックマン社製Type19ロ-タ-

を用いて18,000rpmで2時間遠心し,その沈遮を

始めのウイルス液量の1バ100のリン酸緩衝液(PB

S,pH7･4〕に浮沸させた･この100倍濃縮ウイルス

液の感染価ほ2･5×108FFUバmlであった.生ウイル

スを0･04%のβ-プロビオラクトン(BPL)で370℃,



1時間不活性化したFlury-HEP株も,同様に濃

縮Lて使用した･これら濃縮ウイバレス液を0･2mlず

つマウスの腹腹内(i･ p･〕に投与し免疫した.

シンドビスウイルスによる免疫ほ,ストックウイ

ルスの0.2mlをi･ p･で接種した.

月卑細胞の分画:矢田　藤原(1980)の)方法に準じ

て行なった･ -ーテルで麻酔死させたマウスの肺臓

を取り出し,締切後, RPMI 1640培地と共に陣細

胞をステ､バレステイ-水ルルッ､バユ　芦200に通し,早

個細胞浮溝液とした･この浮溝液を, RPMI 1640

培地に5%F℃ Sを加えた培地(RPMI-5鬼′F℃S)

で2回洗った後, DM-5HF℃Sに浮､於させ,こ

れを肺細胞浮溝液(Spleen Cells)とした･

一方,この)牌細胞をMEM-10% F℃Sに浮､於L,

細胞数を107バmlに調整し,その7mlずつを100mm

プラスチックシャ-ル,に移し, 370℃ ℃o2イ､バキュ

べ-ター中で1時間培養した.シャ-レを揺り動か

L, ､え'ヤ-ル,面に非付着性の細胞を集め, RPMト5

%F℃Sで1回洗った後, DM-5鬼バF℃Sに拝辞さ

せ,これをプラスチック面非付着性肺細胞(Non-

adherent spleen Cells)とLた･

この非付着性牌細胞の一部ほ,再びRPMト10%

F℃SでIOVmlに濃縮し, Julius et al. (1973)

の)方法に準じてナイロ､バウ-水ル非付着性の細胞を集

めた　RPMト5鬼ノF℃Sで細胞を1回洗った後,

DM-5鬼′ F℃Sに梓､於させ,これをナバイロ､バウールル

通過性陣細胞(Nylon wool effluent spleen Cells)

とした･この細胞をロゼット法(矢田･藤原,1980〕

で検査したところ, 93鬼′がT細胞であった･

腹腔細胞の分画: --テル麻酔死させたマウスの

腹腔内に, 10mlの冷RPMI1640培地を注入し,

腹腔内を洗い,腹担(PE)細胞を採取Lた･時に,

Freund's Complete adjuvantを0.2mlマウス腹腔

内に注入し, 6日後に冷RPMI1640培地で腹腔内

を洗いPE細胞を採取した･ PE細胞ほRPMト5%

F℃Sで3回洗った後,肺細胞と同様にLてガラス

面付着性細胞(PE-Ad)とナイロ､バウ-水ル通過細

脂(PE-T)を分画した.

抗Thy-1血清と補体による地理条件の検討:

胸腺細胞の調整ほ矢田･藤原(1980〕の方法に準

じて行なつた.胸腺細胞またほ非付着性陣細胞(1.5

×lOVml)のO.lmlに, 800倍希釈Lた抗Thy-1

血清(OLA℃社製, Clone F7D5)を混和し
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37o℃水槽中で30分間反応させた･対照として培養

液を同様にLて反応させた･次に8倍希釈Lたモル

モット補体O.lmlを加えた襖,更に370℃　で30分間

反応させた.反応後,細胞をRPMト5% F℃Sで

洗った後, DM-5鬼■ F℃Sに浮遊させ,抗Thy-1

血清･補体処理細胞とした･この処理で,胸腺細胞

は対照で, 5%以下の)細胞がト1ルパ､バブ水ル-液(0.1

%)で染色され　95%以上の細胞が障害をうけなか

ったのに対し,処理細胞でほ94%が障害をうけた･

標的細胞障害試験: Mifune et al･ (1979)の方

法に従って行なった. MNB細胞に℃VS株を,

tiultipli℃ity of inre℃tion (m･ o･ i･〕を3にして

感染させ, 370℃　で12時間培養後, 50 〃℃iの51℃r

で1時間標識し, DMで3回細胞を洗った後,4×

ioy穴の)割合で　MNB　細胞をマイクロプレ-ト

(ファルコソ社製3040)に植えた. Effe℃tor℃ellと

Target　℃ell (EバT〕の比を50: 1-100: 1とL

てマウス旗陛細胞またほ牌細胞を重層し　37-℃で

更に18時間培養した後,培養上清中の放射活性を測

定L, Spe℃ifi℃ ℃ytotoxi℃ index (℃Ⅰ)を計算した･

また,同時に培養液および感染細胞内のウイルス感

染価も測定した.

ウイルス特異壁光ワォ-カスサイズの測定:

MNB柵胞を4チエ､ババ;-スラバイド(Lab Tek

社製4084〕上で増殖させ単層培養細胞とした･次

に狂犬病ウイルスの℃VS株を, 100 FFUバチェン

バit-で感染させ, 4時間培養後,正常肺細胞あるい

は免疫肺細胞を静かに重層し,更に26時間　37-℃

で培養した･培養後,培養液ほ低速遠心し上清を中

和抗体･インタ-フェロソおよびリソホトキシソ活

性を測定するために一750℃にストックした･

-方, MNI∃細胞ほPBS (pH7･4〕で洗つた後,

冷7セトンで固定し, FIT℃標識抗狂犬病ウイルス

グロブリン(BBL社製40604)を用い,蛍光抗体

直接法で染色した･対比染色として-バIン′スブル-

を用いた.蛍光顕微鏡(オリ､バパス社製Vanox)

下で,各々のウイルス特異蛍光フす-カスを形成し

ている細胞数を数えた･ 40-60個のフi--カスにつ

いて計測し,平均値を求めた･対照群との比較を行

ない,その有意性の検定には分散分析を行ないPく

0･01で有意とLた･

ウイルス中和抗体(NT〕 ･インターフェロン(IF)

およぴリンホトキシン(LT)の測定: NTはSmith
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et al･ (1973)の方法に準じ, ℃ER　細胞を用いて

迅速蛍光フォ-カス抑制試験で行なった･またIF

はマイクロカバルチュアブル-ト　(ファルコソ社製

♯3040)に用意したLg29細胞を用い, 100T℃ID50の

VSVの攻撃に対する細胞変性(℃PE)の抑制法で

定量Lた(Mifune et al., 1980). LTほ　Simizu

et aL (1977)の)方法に準じてLg29細胞, MNB細

胞を使用して測定した.

成　　　　　蹟

免疫牌細胞による標的細胞障害活性の経時的変

化:生およびBPL不括化FluryつHEP株で免疫さ

れたマウスの牌肺胞による細胞障害活性の経時的変

化を, 51℃r-release法で測定Lた･図1に示す如く,

免疫後4日目から細胞障害活性が認められ, 7日目

にピ-クに達L,その後次第に低下して, 14日目

にほ殆んど消失した. BPL不括化ウイルスで免疫

されたマウスの陣細胞も,生ウイルスとほぼ同様の

活性のパタ-ソが見られた･この免疫肺細胞の標的

細胞障害活性の経時的変化は, Wiktor et al. (1977)

の報告とも-敦L,また免疫腹腹細胞を用いても

同様の結果が得られることほ既に報告(三舟ら,

1980a)したが,今回,更にこれを確認した･
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Fig･ 1 Development of ℃elトmediated ℃ytotoxi℃

a℃tivity of叩Ieen Cells of mi℃e immu-

nized with rabies virus.

免疫細胞の坑ウイルス活性:免疫肺細胞がMNB

細胞内でのウイルス産生にどのように作用するかを

見るために,以下のような予備実験を行なった･

MNB細胞に℃VS株をm･o.i･3で感染させ, 4

時間後に免疫7日目の肺細胞をEバT比100で重層し,

37o℃で20時間培養した･培養後,培養瓶を3回凍

結･融解し,低速遠心後その上清中のウイルレス感染

価を測定した･この肝細胞の標的細胞障害活性も同

時に測定した･蓑1に示したごとく,正常牌細胞と

ウイルス感染MNB細胞との同時培養でも,牌細

胞を加えない対照と比較し,約90%のウイバレス量の

低下が認められたが,免疫肝細胞との同時培養で

紘,それを上回る著明なウイルス量の減少が認めら

れた.また,この免疫陣肺胞は高い細胞障害活性を

示した.次に,この抗ウイルス活性が陣細胞のどの

細胞分画に存在するかを知るため,腹腔細胞からナ

イロソウ-ルカラム法による　Tリソパ球(PE-T)

と,ガラス付着細胞(PEつAd)とを分画し　肺細

胞と同様の)方法で培養し,抗ウイルルス作用を見た･

免度PE-Tの抗ウイルレス作用ほ免疫牌細胞に比べ

るとそれほど著明でほなかったが,正常PE-T　の

それに比して,有意のウイルス産生抑制が見られた

のに対し, PE-Adでほ免疫群及び非免疫共にウイ

ルス量を90%以上減少させ,免疫特異性が認められ

なかった･以上の結果から,免疫7日目の肺細胞に

は,標的細胞障害活性と同時に抗ウイルス作用が認

められること,そしてそれは,免疫特異的な標的細

胞障害活性を有する　Tリンパ球によること　PE-

Ad細胞にほ免疫非特異的な抗ウイルス作用がある

ことが示唆された･

しかしながら,以上の予備実験でほ,免疫牌細胞

が如何にしてウイルス産生を抑制しているのか,即

ち免疫肺細胞が直接的にウイルス感染細胞に何らか

の作用を及ばし,ウイルスの増殖に影響を及ばして

いるのか,あるいほ,牌細胞が産生する　NT抗体,

さらにほ,免疫された抗原との接触により産生され

るIFあるいほLTが介在しているのか等が不明で

ある･そこで,これらの点をより明確にするため,

Ennis (1973)が, -ルペスウイルス免疫肺細胞を

用いて行なったブラックサイズ抑制法を利用して,

狂犬病ウイルス免疫肺細胞が,ウイルスの周辺細胞

への伝播に対して,どのような影響を及ばすかを検-

討した.そして同時に,肺細胞とウイルス感染細胞

の培養液のNT抗体･IFおよびLT活性をも調べ

た･

接種ウイルス量と蛍光フォーカス数との関係:狂

犬病ウイルスのブラックを形成する組織培養細胞株

は非常に少なく,稀にあっても,それほ特殊なウイ

バレス株一組胞系でのみ可能であり,従ってこの実験
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T able. 1 Antiviral activity of rabies virus immune cells of mice in virus-infected murine
neuroblastoma cells*

Effertnr r^lk F/T ratin** Specific cytotoxic Virus yield Reduction of
.LiiicCLUi Cello J-j/ i rd.HO à" j sn/~\ /"( T^T^TT/ i\ à" j-'j.

/ mdex(^) (Log10 FFU/ml) virus titer

I mmunespleen cells
Normal spleen cells
Immune PE-T cells+

Normal PE-T cells*

Immune PE-Ad cells+-
Normal PE~Ad cells+4

Medium only

100100
5
0

5

0

75

75

24.6±4.6

0.3±3.3

31.7±6.4

-3.5±1.8

4.6±3.3

-1.8±2.2

5.0

6.4

6.2

6.9

6.0

6.1

7.4

2.41.
0
1.2

0.

5

1.

4

1.

3

The monolayers of murine neuroblastoma cells were infected with plaque-purified CVS
strain of rabies virus at a moi of 3FFU/cell. Four hr later, the effector cells, harvested
on day 7 after immunization, were carefully overlayed on the monolayers with varying E/T
ratio and incubated at 37C. After 20 hr, the cultures were frozen and thawed 3 times and
the supernatant fluids after low speed centrifuzation were assayed for the virus infectivity.
Effector to target cell ratio.
T cell enriched population from peritoneal exudate cells.
Glass adherent cell population from peritoneal exudate cells.

では，プラック形成法の代りに，螢光フォーカス形

成法を使用することにした・適当な濃度のウイルス

液を5倍階段希釈L，　4チェソパースライド上の

MNB細胞に接種L，370℃で30時間培養Lた後，

冷アセトンで固定し　螢光抗体直接法で染色し　螢

光フォーカス数とウイルス接種量との関係を見た・

図2のごとく，両者の間にほ直線的な　Dose re－

SpOnSeが見られ，この培養時間内でほ，MNB　細

胞内で増殖したウイルスが培地を介Lて他に広が

り，新しいフォーカスを作ることほ無いものと考え

て以下の実験を行なった・

重層する脾細胞数と感染MNB単層培養で勧察

されるフォーカスサイズとの関係：非付着性牌細胞

の数とMNB細胞数との割合を100：1，50：1，

25：1，10：1とLて肺細胞をウイルス感染MNB

細胞上に重層し，26時間培養した後の螢光フォーカ

スの大きさを，免疫肝細胞を重層した場合と，正常

脾細胞を重層した場合とで比較した・蓑2に示した

ごとく，100：1で脾細胞を重層すると，免疫群及

び非免疫群共に非特異的な抑制が見られたが，50：

1および25：1とすると，免疫群が非免疫群に比べ

フ寸－カスサイズを有意に抑制した・10：1でほ免

疫群・非免疫群共に，牌細胞を含まない培地だけで

培養した時のフォーカスサイズとほぼ同じになり，
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Fig･ 2　Relation between virus inn℃ulum and

nu mber of fmores℃ent foci of rabies

virus in murine neuroblantoma r℃ells
t_

after 30nr of in℃ubatio n period･

月単細胞の影響が余り認められなくなった･この､実験

結果から,以下の実験では陣細胞数とMⅣB細胞数

との割合を50: 1とした･
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T able. 2 Effect of the number of spleen cells on rabies virus focus size in murine
neuroblastoma cells

Ratio of spleen Focus size* Reduction Analysis
cellsto monolayer cells Non_immune** Rabies immune*** rate(^) variance

100 : 1

50 : 1

25 : 1

10 : 1

No spleen cells

3.89.
3
10.8

19.
7

2

3.2

3.44.
9
5.2

18.
1

10.547.
3
51.9

8.
1

NSS+

P<0.01

P<0.01

NSS

* Average number of cells an immunefluorescent focus consisted.
** Nonadherent spleen cells from non-immunemice.
*** Nonadherent spleen cells from mice 6 days after immunization with Flury-HEP strain of

rabies virus.
+ Not statistically significant.

Immunofluorescent focus of rabies virus infected murine neuroblastoma cells. The cells in
the 4-chamber slide were infected with 100 FFU per chamber of plaque purified rabies
virus. Four hr after infection, the cells were overlayed with either (A) non-immune
spleen cells or (B) rabies immune spleen cells and further incubated at 37C for 26hr.
After the incubation period, infected cells were harvested and fixed with cold acetone
and stained with FITC-conjugate anti-rabies glubulin.
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免疫牌細胞による壁光フォーカスサイズ抑制効

果：感染MNB細胞上に正常肺細胞，免疫肺細胞を

重層し，感染後30時間目のプ寸－カスサイズを比較

した．図3Aほ正常陣細胞を重層Lた時の蛍光フォ

ーカスであり，実験により，5－20個の細胞より成

る螢光フォーカスを形成した．図3Bは免疫脾細胞

を重層した時の蛍光フォーカスであり，通常1－5

個の細胞より成っており，有意のフォ・Ⅶカスサイズ

の抑制が認められた・また，感染MⅣB細胞の免疫

牌細胞との培養ではえ1個の細胞当たりのウイルレス

蛍光抗原量が，正常脾細胞との培養の時に比べて減

少Lていることが肉眼的に認められた・

フォーカスサイズを，正常肺細胞と共に培養した

場合と，免疫牌細胞と培養Lた場合について比較L

た結果を表3に示した・正常牌細胞をウイルス感染

MN■B細胞に重層し培養した際のフォーカスサイズ

は平均6・2であるのに対L，免疫牌細胞を重層した

場合ほ3・2となり，バ長乱－1％のフォーカスサイズの抑

制が認められ，これほ統計的に有意（Pく0・01）の

差であった・次に，この牌細胞からプラスチック面

付着細胞を除いた肺細胞（非付着性陣細胞）につい

て同様の実験を行なった（Exp・Ⅰ〕．正常細胞での

フす－カスほ9・3であるのに対し，免疫細胞でほ4．9

となり，47・3％の抑制が認められた〔Pく0・01）・こ

の非付着性腺細胞を，更にナイロンウ一分ルカラムに

通し通過した細胞について同様の実験を行なった．

ここでも，免疫細胞由来の細胞で，正常細胞由来の

細胞に比べ，47・3鬼と，有意（Pく0．01）のフナ－

カスサイズの抑制が認められた（Exp．取）・

以上の牌細胞と感染MNB細胞との同時培養した

時のそれぞれCの培養液からほ，Ab，IF，LT　は検

出されなかった・ニのことは，免疫肺細胞によるフ

T able. 3 Characterization of focus size reduction activity of immune spleen cells in rabies
virus-infected murine neuroblastoma cells

E xpt. Effector cells
I mmunestatusto
rabies virus

T reatment Focus size*

E xpt. I.

E xpt. I.

E xpt. I.

E xpt. IV.

Spleen cells

Spleen cells

Nylon wool column
effluent cells

Nonadherent
spleen cells

N onadherent
spleen cells

N on-immune

Immune

N on-immune

Immune

N on-immuneImmune

Immune

Immune

N on-immuneNon-immunebut
immune to
Sindbis virus

R eduction Analfis Ab>/£
raW^ of and LI
rate^/a; variance assay**

N one 6.2

None 3.2

Adherent cells
depleted

Adherent cells
dep leted

None
None

48.4

9 .3

4.9

ll.0

5.8

47.3

47.3

C ulture medium
and complement 2.1

Anti-Thy-1 serum
and complement 6.6 68.2

Ab(-)
IF (-)

P<0.01 LT(-)

Ab(-)
IF (-)

P<0.01 LT(-)

Ab(-)
IF(-)

P<0.01 LT(-)

Ab(-)
IF(-)

P<0.01 LT(-)

N one

None

7.9

5.6 29.1 NSS*

NT+

* Average number of cells an Immunofluorescent focus consisted.
** Ab(neutralizing antibody), IF(interferon) and LT(lymphotoxin) in infected culture media

were assayed as described in the text.
*** Not statistically significant.
+ Nottested.
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ォーカスサイズの抑制が，同時培養により，免疫肺

細胞あるいは感染MNB細胞から放出されたNT抗

体，IFあるいはLTによる抑制ではなく，感作丁

細胞自身による作用であることを示唆するものと考

えられた・

次に，この感作丁細胞を抗Thy－1血清と補体で

破壊した時のフォーカスサイズに及ばす影響をみた

（Exp・皿）・対照とした，免疫牌細胞を培地と補

体で処理した時のフォーカスサイズが2・1であるの

に対し，抗Thy－1血清と補体で処理するとフォー

カスサイズほ6・6となり，抑制が解除された・また，

この抑制効果が狂犬病ウイルス免疫肺細胞に特異的

であるか否かを見るために，シソドビスウイルス免

疫肺細胞を狂犬病ウイバレス感染MNB細胞に重層

し，そのフォーカスサイズを正常脾細胞を重層した

場合と比較した（Exp・Ⅳ）・シ∵バドビスウイルス

免疫リンパ球にほ，シソドビスウイルス感染細胞に

対L標的細胞障害活性があることが報告されている

（M℃Farland，1974）・しかしながら，シソドビス

ウイルス免疫牌細胞にほ，狂犬病ウイルス感染

MN丑細胞でのフォーカスサイズ抑制効果ほ低く，

有意性を示さなかった．

フォーカスサイズ抑制効果を示す標的細胞の特異

性の検討：免疫脾細胞によるフォーカスサイズの抑

制効果が，標的細胞の種類によって如何に発現する

か，即ち，標的紳胞障害活性が発現するための尭件

として，Effe℃tOr℃e11と　Target℃ellの）H－2

haplotypeが共通，あるいはH－2K　または　H－

2Dのいずれかが共通であることが必要であるこ

とが報告されている（Dohertyand Zinkernagel，

1975；Shearerand S℃hmitトVerhulst，1977）が，

同様のことがフォーカスサイズ抑制効果発現の際に

も必要であるか否かを検討した・℃3HバHe　マウス

（H－2kk）とH－2K　が共通なMNB細胞（H－

2kd〕と，狂犬病ウイバレスに対し感受性の高いハム

スター由来と考えられる℃ER細胞（Smithetal・i

1977〕とを用いて同様¢実験を行なった・MNB細

胞でのフォーカスサイズは免疫肺細胞によって有意

に抑制されるが，℃ER細胞でのフォーカスサイズ

の抑制ほ少なく，有意性を示さなかった（表4）・

T able. 4 Effect of the difference of virus-infected target cells on the focus size reduction
activity of rabies virus immune nonadherent spleen cells

Focussize* ^ j A i à" r
Target cells Reduction Analysis of

Non-immune Rabies immune rate(%) variance

MNB** 16.3 6.0 63.2 P<0.01

CER 36.8 24.6 33. 0 NSS***

* Average number of cells an immunofluorescent focus consisted.
** Murine neuroblastoma cells.
*** Not statistically significant.

なお，成置こは示さなかったが，使用Lた感染℃ER

細胞の細胞表面にほ，ウイルス抗原が発現されてい

ることが，抗狂犬病ウイルス血清と補体による抗体

依存性細胞溶解反応により確かめられている．

免疫脾細胞によるフォーカスサイズ抑制効果の経

時的変化：マウスを生ウイバレスあるいほBPL不活

化ウイルスで免疫し，それぞれ6日目，14日目，あ

るいほ初回免疫後10日目に初回の1バ2量の同一免疫

原をi．p・で追加免疫Lた4日後に，牌細胞を採

取L，それらのフォーカスサイズ抑制活性を測定し

た・表5に示すごとく，免疫後6日目のナイロンウ

ール通過性脾細胞，非付着性肺細胞で高いフォーカ

スサイズ抑制効果が認められたが，免疫後14日目の

肺細胞ではこの活性ほ低下していた．また，10日目

に追加免疫を行なうと，初回免疫後14日目でも高い

活性が保持されているのが認められた・また，

BPL不活化ウイルスで免疫した場合も，生ウイル

スで免疫Lた場合とほぼ同様の活性およびその活性

の経時的変化が認められた・
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T able. 5 Development of focus size reduction activity of spleen cells after immunization
with live or inactivated virus

Effector cells Stimulant
D ay spleen cellsharvested after

immunization

Focus size*
Reduction

Non- Rabies rate(%)
immune immune

A nalysisof

Nylon wool effluent
spleen cells

Nylon wool effluent
spleen cells

Nylon wool effluent
spleen cells

Nonadherent
spleen cells

N onadherent
spleen cells

N onadherent
spleen cells

Live virus 6 14. 1

Live virus 14 14.1

Live virus

BPL-inactivated
virus+++

BPL-inactivated
virus

BPL-inactivated
virus

14.1

19.8

19.8

17.1

6 .0

10.

6.1

7.6

12.3

1.0

57.4     P<0.012

8.^

      N

SS+

56.76

1.6

37.894.

4

      P      P

<0.01<0.

01

<0.

01

<0.

01

Ab, IF
and LT

Ab(-)IF
 (-)
LT(-)

Ab(-)

IF

 (-)

L

T(-)

A

b(-)

IF

(-)

L

T(-)

A

b(-)

IF

 (-)

A

b(-)

IF

 (-)

A

b(-)

IF(-

)

* Average number of cells an immunofluorescent focus consisted.
** Ab(neutralizing antibody), IF(interferon) and LT(lymphotoxin) in infected culture media

were assayed as described in the text.
+ Not statistically significant.
++ Mice were received second i. p. injection 10 days after primary injection with the same

antigen.
+++ /3-propiolactone inactivated virus.

考　　　　　察

狂犬病ウイルスで免疫されたマウス肺細胞には,

MNB細胞で,狂犬病ウイルスの周辺細胞への伝播

を抑制する抗ウイルス活性があることが明らかにな

った.使用した蛍光フナ-カスサイズ抑制試験は,

-ルペスウイルス,ワクチニアウイルス感染に引続

く,細胞性免疫応答の1つのパラメ-ターと考えら

れるプラック径抑制試験(Ennis, 1973; Simmon

et al., 1974; Simizu et al., 1977; Morinishi

and Hayashi, 197郎　の応用であるが,狂犬病ウイ

水ルスのように,感染細胞に細胞変性効果を示しにく

く,従ってブラック形成が困難なウイルスの場合に

は,この方法が有用であると思われる･また,この

方法では,ウイルスの伝播を,細胞内のウイルス抗

原で直接に観察するため,フォ-カスのサバイズの計

測と共に抗原量の変化も見ることができた･

この蛍光フォ-カスサバイズ抑制活性ほ,免疫後,

牌細胞に出現するウイルス感染標的細胞障害活性と

時期を同じくして認められ,免疫後6日目に高く,

14日目にほ低下していた．Lかし，免疫後10日目に

追加免疫をしたマウスの群の脾細胞にほ，初回免疫

後14日目でも，まだかなり高いフォーカスサイズ抑

制活性を保持していた・

この活性ほ，免疫肺細胞のナイロンウールカラム

通過細胞に活性が認められること，抗Thy・1血清

と補体で処理すると，この活性が消失すること，ウ

イルス感染MNB細胞と肺細胞の混合培養液中に，

ウバイ水ルスNT抗体，IF，あるいほLTが証明され

なかったことから，肺細胞のTリンパ球が所持して

いるものと思われる・

また，このフォーカスサイズ抑制活性の発現に

ほ，免疫牌細胞と標的細胞の組織適合性抗原が少な

くとも一部共通している必要があるように推測され

た・この研究では，組織適合性抗原の異なった種々

の細胞を使用することができなかったが，マウスの

組織適合性抗原（H山2）とK領域を共有するMNB

細胞では，顕著なフ一三－－カスサイズの抑制が認めら

れたのに対L，MNB細胞と同様に，狂犬病ウイル
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スに対し高い感受性があり，細胞表面にウイルス抗

原の発現をLているバ、ムスター由来（Smithetal・，

1977）といわれる℃ER細胞を使用Lた場合，33％

の抑制が認められたものの，有意の抑制は認められ

なかった・Wiktor gfαg・（1977）は，狂犬病免疫肺

細胞の標的細胞障害活性の発現に閲し，H－2遺伝

子座の異なるマウスを使用した実験を行ない，狂犬

病ウイルスの場合，他のウイルスとは異なり，H－2

遺伝子座に共通のものが無い場合でも，多少の活性

が認められることを報告している．℃ER細胞で見ら

れた若干のフォーカスサイズの抑制が，このような

細胞障害活性の反映なのかほ不明であるが，今後，

組織適合性抗原の異なる数多くの細胞で調べる必要

があると思われる・

この研究では，感作Tリンパ球がどのような磯序

で，ウイルスの，周囲細胞への伝播を抑制している

かについては明確にすることほできなかった・しか

Lながら，このフォーカスサイズ抑制活性が，細胞

障害活性と時期を同じくして出現すること，組織適

合性抗原のK領域が共通する細胞で顕著に出現する

憤向が認められたことから，感作リン㌧ペ球による細

胞障害活性と密接な関係があることが推測された．

三舟ら（19糾，b）ほ，Tリンパ球の欠如するヌ

ードマウスにおいて，Postexposureva℃℃inationが

無効であること，その機序とLて，ヌードマウスに

おける中和抗体の産生能の欠除でほ説明が困難であ

ること，対照マウスからの免疫肺細胞の移入によ

り，ウイルス攻撃に耐えるヌードマウスが増加する

こと等から，Postexposureva℃℃inationによる狂犬

病発症防禦機構に，細胞性免疫が重要な役割をして

いる可能性を報告しているが，本研究で明らかにさ

れた，飯浦rロ　での免疫脾細胞の抗ウイルス作用

は，三舟ら（19榊，b）のわ‡血0での成贋を支持

するものと考えられる．

この研究からほ，免疫マクロファージの抗ウイル

ス効果についても，明確にすることができなかっ

た・腹腔細胞のプラスチック面付着細胞を，ウイル

ス感染細胞と混合培養すると，非免疫マウスからの

プラスチック面付着細胞も，免疫マウスからのそれ

と同程度のウイルス産生抑制効果がみられ，免疫の

特異性ほ認められなかった・しかしながら，Turner

efαg・（1976）は，免疫されていない正常の成熟マ

ウスのマクロファージほ，ガ乃班rので狂犬病ウイル

スを寅食し，ウイルスほその中では増殖Lないこ

と，成熟マウスのマクロファージを，ウイルスに感

受性の高い同種の乳のみマウスの腹腔内に移入後，

狂犬病ウイルスを腹腔内感染させると，1－2日間

の延命効果があったことを報告している・また，狂

犬病ワクチソ投与によって大量のIFが産生され，

このIF産生が，狂犬病発症防禦に非常に重要であ

ることが報告されている（Wiktor gよαJ・，1972；

Baeretal・，1977；Weinmanetal・，1979；Mifune

ビfαJ・，1980）が，最近，IFが単に抗ウイルス作用

のみでなく，マクロファージあるいはNaturaLlkill－

er細胞を活性化することが報告されている（Ham－

burg etal・，1978；Trin℃hierietal．，1978）こと

を考えると，マクロファージも狂犬病発症防禦に重

要な役割をしていることが予測される・

BPL不括化ワクチンで免疫されたマウスの牌・細

胞にも，生ウイルスによる免疫と同様に，ウイルス

感染標的細胞障害活性とウイルス伝播抑制活性が認

められた・細胞障害活性が，不活化狂犬病ウイルス

免疫により肺細胞に出現することほ，既にWiktor

gfαJ・（1977）も報告しているが，この他，ワクシ

ニアウイ水ルス（Hapelet al－，1978），センダイウ

イルルス（Palmer etal・，1977；Sugamura et al．

1977；Gethinget al・1978）においても，不括

化ウイルス免疫で細胞障害活性が発現することが報

告されている．この機序として，エンベロープウイ

ルスで膜融合をおこして細胞に侵入するウイバレスで

ほ，Stimulator℃e11の膜に不括化ウイ水ルス膜が融

合され，結果的に，細胞障害活性を発現させるために

必要なH－2抗原との相互反応が起きるためである

と説明されている（Lawlnan g£αJ・，1980）・狂犬

病ウイルスでは，まだこの種の知見ほ得られていな

いが，このことほ，不括化ワクチンによる　Poste文一

posure prophylaxisの機構を考える上で非常に重

要であろう・

現在，狂犬病のPostexposure va℃℃ination　に確

立された方法はない・不適当なワクチン投与によ

る，いわゆる早期死亡が報告されている（Sikes ef

αJ．，1971）．また，中和抗体やIF産生能の良いワ

クチンの検討もなされている（Ni℃hoIson成一扉リ

1979；Rosanoff et al．，1979；Anderson et al．，

19帥〕，これに加えて，細胞性免疫が効果的に賦活

するようなワクチン投与法が発症防禦に重要である



と考えられる．

結　　　　　論

狂犬病ウイルスで免疫されたマウスの陣細胞に，

i乃痛roで狂犬病ウイルスの周辺細胞への伝播を抑

制する活性が認められた・この活性ほ，同時に牌紳

胞に発現する標的細胞障害活性と時期を同じくして

発現し　免疫後6日ないし7日目に高く，14日目に

は低下していた．この抗ウイルス活性ほ，脾細胞の

ナイロンウールカラム非付着性分画に認められるこ

と，陣細胞の抗Thy－1血清と補体による処理で，

活性が消失すること，ウイルス感染細胞と免疫牌細
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胞との撮合培養液小に，ウイ分レス中和抗体，インタ

】フェロニバあるいほリンホトキシソは検出されなか

つたことから，Tリンパ球に存在することが推測さ

れた・また，二の活性の発現には，ウイルス感染細

胞とTリンパ球が，同一組織適合性抗原を共有する

必要がある傾向が認められた・β－PrOPiola℃tOneで

不括化Lたワクチンで免疫Lた場合も，生ウイルス

によるのとほぼ同様に，この活性が認められた・こ

れらの所見ほ，狂犬病のPOSteXPOSure Va℃℃ination

による発症防禦機構における細胞性免疫の役割を研

究する卜で重要な知見であると思われる．
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