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緒言

牛ウイルスi"1:下痢(BVD:Bovine viral diarrhea)ウイルスは、その物理化学

的性状からトガウイルス科ベスチウイルス属に分類されていた(49)。 しかし、

遺伝子の構造や機能、非構造蛍l当質の前駆{fi:白質のアミノ酸配列の疎水性 ・親

水性パターンから共通抗原を有するj琢コレラウイルス及びボーダー病ウイルス

とともにフラビウイルス科ぺスチウイルス属に分殺され、同ウイルスj民のプロ

トタイプウイルスとされている (11，24，35，61，82)0 BVDウイルスはエンベロー

プを有する直径40-60凹のウイルスで、約12.5キロベースからなるプラスセン

スの 1本鎖RNAを保有する (12，18，67) 0 BVDウイルスは培養細胞に対する病原

性から、細胞病原性(CP)とJ同11胞病原性(NCP)の2つのバイオタイプが存任する。

細胞病原性ウイルスは、感染細胞にZE胞化や細胞死を起こすのに対し、 Jド細胞

病原性ウイルスは細胞変性効果(CP E)を示さない (2，26)0 BVDウイルスのIfl1

?fj~.\'dは確立していないが、抗原性は多織である (4 ， 1 5 ， 75) 。

BVDウイルスは、牛の涜行竹下痢と粘膜病から別々に分間tされたが、その後同

ーのウイルスにより起こることが判明したことから牛ウイルスド1:下痢ー粘膜病

ウイルスとも呼ばれている。 BVDウイルスが牛に感染すると発熱と IJ瓜l球減少疲

を伴う消化総病や呼吸器病、免疫抑制、繁殖陣苫などが認められることがある。

ウイルス株や牛の状態により多綾な病態を示すことがBVDウイルス感染の特徴で

ある ( 2 ) 。しかし、これらの症状は l降〈、 一過性であったり、イミ ~fi性感染で終

わることが多い。一β、BVDウイルスは妊娠牛に感染すると経J的機感染が高頻度

に起こり、感染11寺の胎齢により胎仔死、奇形、免疫:t~容に基づく持続感染など

の発生がみられる。紡JJ民病は l血液や粘液の混ざった下痢と発熱、 ì~収支などを主

徴とし、致死的である o ~T:娠午がNCP ウイルスに感染すると胎仔感染が起こる。

j治仔感染の影響は、感染の成立時期、特にj治{Jの免疫機能の発達状況と密俊に

関連する (2) 。特~'~免疫応答能を獲得する以前、 l治齢 90 日以前に感染した場合、

胎{f死のイ也、免疫箆容を示 し持統感染午となり、 ~I:後、粘膜病を発症する例が

多い。 j治齢100から150日で感染すると胎仔は免疫応答があり炎症反応により基

怜細胞の政j裟に1'1' う水頭焼、小 JJ悩形成不全などの先天的:à!~ 前、流産などがみら



れる。胎齢 1 50 円以降に感染した場合胎仔は、免疫応答でウイルスを排除し îl二 'l;~.

仔として生まれる。

本ウイルスの感染による特徴的な粘膜病と呼ばれる致死的な病態がある。粘

膜病の発生機構は、長い間不明であったが、近年、粘膜病の病態発生には、持

続感染午が信機に関わり合っていることが明らかにされた。持続感染牛は、持

続感染ウイルスにタl し特)~的免疫不応答、つまり免疫寛容となっている。粘膜

病はNCPウイルス持続感染午 (免疫克容状態)にのみ発生し、 CPウイルスがこれ

らの粘膜病を発症した午からのみ分自it.され、分離されたCPとNCPウイルスは矧似

した抗原料を示すことが報告された (8，15，37，51，73)。このCPウイルスの起源

については、不明な点が多い(6)。持続感染牛に持続感染NCPウイルスと同ーの

抗原性を有するCPウイルスを重感染させることにより粘膜病を発疲することが

実験的に説明された (5-8，74)0 CPウイルスはNCPウイルスと異なり、 *iiJ.以病以

外の症(YIJから分断tされたことはなく、野外における作続と生態はl切らかではな

い。また、 CPウイルスがqニの問で存続するとしても、JjI;.ウイルスの抗原性が多

様であることから、持続感染ウイルスと抗原性が一致するCPウイルスが豆感染

する『炉転は低いと忠われる。このことから、粘脱病の発現は、外部からのCPウ

イルスの虫感染によるものではなく、本来持続感染しているNCPウイルスがCPウ

イルスへ変異することによってCPウイルスが出現し、そのCPウイルスの地舶に

よることが示唆されている (15，35，37)。

近年、泣伝子工学的技術の進歩に伴い、 BVDウイルスの遺伝子及びその機能に

関する知見が蔀般されつつある。 BVDウイルスは、単一の 14:のオープンリーデ

イングフレームから!IIj!!j医蛋白'eiが矧訳される。前駆{a(1 't'Iは修飾を受け、桃i注

蛍rii'fとJI'tb~ j笠蛋 I~I 質となる。 CP ウイルスでは、 JI" 椛造蛋!とl 質 p1 25は更に修飾

され、 p54とp80にIJH裂するが、 NCPウイルスでは、この開裂は起こらない (12，

21) 0 CPウイルスの感染ではp125及ひ'p80が検出されるが、 NCPウイルス感染病11

胞からはp80は検出されないことから、 p80と細胞病原性の関速が注目されてし

る ( 2 1， 69 ) 。また、 ~I"I1I'J造&:肉質p125をコードする巡伝子領域に数株のCPBV 

D ウイルスに ~fi ぃ RNAのインサーションがあることが鍛侍されている ( 1 6 ， 52 ， 57 ，

66，80) 0 CPウイルスであるNADL株及びOsloss株は全編lJ;配列が決定され、 p12

内

'u



5コード領域に術主細胞陶来皿RNA(270bp)またはユピキチン遺伝子 (228bp)の

インサーションがあることカsrUJらかとなっている (12，14，67，68)0 CPとNCPウ

イルスの遺伝子解析からNCPウイルスが宿主細胞日1米皿RNAをウイルスRNAのp125

コード領域中に取り込むことによってCPウイルスに変災するという仮説が提唱

されている (52-57)。しかしながら、持続感染ウイルスと抗原性の一致するC

Pウイルスの主感染あるいは:HJJ;¥がどのような憐序で粘l俣病を誘起するかについ

てはまだ完全に解明されていない。粘膜病の先生機序の解明のためにも、この

バイオタイプの変異機序の解明は残された問題となっている。

そこで、ii5省は、 BVDウイルスのCPウイルスからNCPウイルスへの変異機構を

解明する目的で、」よiに親子関係にあるCP及びNCPウイルスペアーを川いてウイル

スRNArtに取り込まれている街五細胞113来mRNAの動向について研究した。

ムl!:に、分脱したNCPウイルスの生物学的性状を調べる同的で、 NCPBVDウイルス

とオルピウイルスの地主主細胞における相互作刈についての6f[究を企闘した。

4s:論文は次の 3単から構成される。第 11告では、 CPウイルスス トック 11-1のNC

Pウイルスの検出に関する!求総を記，1誕した。第 2唱では、第 l準で検出されたN

CPウイルスの起狐及びCPウイルスとの遺伝子の差異を知る目的で純化CPウイル

スとそれから分自fiしたNCPウイルスの遺伝子のj忽基配ダIJの解析に|渇する成紡を記

載した。第 3:t;iでは、第 1J事及ひ~~~ 2 ~~で分離したNCP ウイルスとオルピウイル

スとのI古美細胞における相互作用に関する成紛を記載した。

勾。



~1 常 利l胞病原1"1ソ|二ウイルス性 F痢ウイルスストックからのJド細胞病原性'下

ウイルス性下痢ウイルスの検出とその性状
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1. 要旨

CP BYDウイルススト ック中から干渉現象を利用したリパースプラック法によ

りNCPBYDウイルスを分縦し、分離ウイルスのEND現象の免劇、ウイルス干渉能

及び抗原性について検討し、以下の結果を得た。

用いた 4株全てのCPBYDウイルスストックからリパースプラック法によりNC

P BYDウイルスが検出された。分自ItされたNCPBYDウイルスには、 END現象陽七lと

陰性の 2種類のド!こ状の異なるものが岡崎に含まれていることが明らかとなった。

END現象陽性NCPBVDウイルスは、 CPBYDウイルスを下渉したが、 END現象除性の

ウイルスはCPBYDウイルスのみならず水胞性円炎ウイルスも干渉することがl切

らかとなった。 CPBYDウイルス問の抗原性に差異が認められたが、 CPBVDウイ

ルスとそれから分離されたNCPBYDウイルスとでは抗原性の区別はできなかった。

これらの現象から、分自ItされたNCPウイルスの起源については不明であるが、

CPウイルスからNCPウイルスへの変興の可能性が示唆された。

' -" -



2. 序文

BVDウイルスはフラビウイルス科ベスチウイルスl瓜に分類されるプラスセンス

の1本鎖RNAウイルスである (61) 0 BVDウイルスにはCPとNCPの2滋瀕のバイオ

タイプが存在する。 CPバイオタイプは、牛出来培養細胞に空胞化や制11)，泡死など

CPEを起こすが、 NCPバイオタイプは CPEを起こさない。 CPBVDウイルスは、

lili '1子JのCPE法またはプラック法によりウイルスの検出、ウイルスulfiの測定及

ぴクローニング等を行うことができる (26)。しかし、 NCPBVDウイルスは CP

Eを起こさないことから、ウイルスの検出土手には、蛍光抗体法やELISA法

のほか、ウイルスの干渉現象を利用した同程 (27)及び異種ウイルス干渉法

(42)、ニューカッスル病ウイルス (NDV)の噌殖地強作JIjを利用したEND法

(38 ， 39 ， 65) などの間接的な方法が必妥とされている。同種及び~-i\種ウイルス

問下渉を応用したリパースプラック (RPF)法 (25，47)は、 NCPBVDウイルスのウ

イルス仰の測定等に利用されている (40，41)。また、 BVDウイルスのウイルス

1ニ組員能やEND現象の発現の有無は、 BVDウイルスの生物学的性状の 1つとなって

いる。

一方、 BVDウイルスゲノムのft'¥'i造や機能の解析税ぴにBVDウイルスによる粘膜

病の発生偽l事の解明が進み、バイオタイプを異にするCPとNCPウイルスの霊感染

と粘膜病の発病とが密岐に関係していることが明らかにされている (5，8，74)。

しかしながら、これらウイルス相互の関係については不明な点が多く、粘膜病

の発生機序を考えるうえからも残された問題となっている。 CPウイルスを In

vitroで継代すると CPEの出現が弱まり、 CPEのtI¥J}lとゾーン現象が認めら

れることが経験的に知られている。これは、 CPウイルスを|二渉するNCPウイルス

がIJ¥現している可能刊が考えられた。

そこで、 CPとNCPウイルス相互の関連を知|るため、まず、 CPウイルスストック

からNCPウイルスの検出と分離を試みるとともに分隊ウイルスのi"t状について調

ぺた。

6 -



3. 材料と方法

培養細胞・ 実験に用いた矯養細胞は、 LI二精巣(BT)を常法により、 0.25%

トリプシン液で消化し、地殖fl]J-告義械で約2x 10'個/皿lとなるように調製した。

実験には継代僚が6代から12代田の利l胞を使用した。増殖mrg.lf:r'夜として牛胎
{子的l消(FBS)を10%、 トリプトースホスフェイトプロス(デイフコ)を0.295%、

硫駿ストレプトマイシン (明治製薬)を100μg/田l、rlili盟主カナマイシン (明治

製菓)を50μg/田lとなるように加え、 7.5%炭鍛水素ナトリウム液でpHを7.2に

調製したイーグルMEM.t当地(u71<製薬、 No.1)を用いた。維持用情養液はFBSを

2%に減益したものを使用した。 BT細胞及びFBSはRT-PCR法 (33)によりBVD

ウイルスの迷入が1jftいことを、また、 FBSは中和試験によりBVDウイルスに対す

る抗体が陰性であることを雌認してJFJいた。

ウイルス CPBVDウイルスは円本で分脱された2株及び外国で分自Itされた

2株を用いた。

Nose株 ; Kodamaら (44)により日本で最初Jに分離されたCPBVDウイルスで、

BEF釧j胞で4代継代されたものを分与され、 BT細胞で継代したものを丹]いた。

KS86(+)株;Shimizuら (75)により日本で分間tされ、 t是林水産省室長者衛生試

験場it';/1<実嗣博士から分与を安け、 BH~l胞で継代したものを川いた。

NADL株 ; GutekunstとMalmquist(31)により米国で分縦され、 American

Type Culture CollectionからJ!湾入し、 BT細胞で継代したものを用いた。

Os]oss株 ， ドイツ ・ハノーパー獣医科大学 B.1iess教授から分与を受け、

BT細胞で継代したものを川いた。

その他のウイルスとして、農林水産省家畜術生試験弱から分うされた/..kJ泡性

口炎ウイルス(VSV)New Jersey Serotypeを刻版胎児線維芽細胞で、 NDV宮守株

をSPF発育苅卵でそれぞれ継代したものをmいた。

CP BVDウイルスの定量法 CP BVDウイルスの定車はBT制111胞を丹]いた CP

E法またはプラック法で行った。
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a)C P E法， ウイルス被を維持Jllt告養液で10{白階段希釈し、 0.5田lのBT細

胞浮遊被を含む48ウエルプレート(スミロン、 MS-80480)に1希釈当たり 4ウ

エル、合0.1皿lずつ段級した。 370Cの5%1災椴ガス培養器で7日間Jf'i養し、 CP

Eのw現の有無を観察した。 CPEの出現したウエルをウイルス陽性として50
% Tissue Culture Infectious Dose (TCID，o)を_p:山し、ウイルス仰を決定し
た。

b)プラック法; 直径印刷のプラスチックシャーレ(スミロン、 HS-11600)

に 1~ 2 日間地譲し単j可を形成した BT細胞を用いた 。 維持 j刊情養液で 10倍 11特

段希釈したウイルス?伎をシャーレ 1枚につき0.2皿lずつ後隠した。 370C1時間H政

省ー後、俊種したウイルス液を除去し、 5皿lの1.5%のメチルセルロースを含む維

持用地養液を加えて37.Cの5%炭酸ガス府長擦で7円問地益した。 f自必終了後

にメチルアルコールで固定後0.2%クリスタルバイオレット液で染色し、出現プ

ラック数からプラック形成単位(PFU)を算出した。

NCP BVDウイルスの定量法 NCPBVDウイルスの定量はBT細胞を月]いた干

渉法、 END法またはRPF法で行った。

a)干渉法; 1ニ渉法はGillespie(27)の方法に準じて'九施した。即ち、維持

JF] 地養液でウイルス被を10倍附段希釈し、 BT細胞浮遊液0.5mlを含む48ウエル

プレートに各希釈侮に4ウエルを用いて、各ウイルス械の0.1皿lずつを俊観した。

37.Cの5%炭餓ガス府長器で5日間地接した後、J:d長波をl吸引除去し、 Nose下

渉法ではCPBVDウイルスNose株を、 VSV干渉法ではVSVをそれぞれ維持川府主主械

で約10&.oTCJD，o!mlに綿製し、各ウエル0.5皿1ずつ霊感染させた。 370Cの5%炭
自主ガス情楽器で3FI問地長 し、CPEの出現の有無を観察した。Nose株または

VSVのCPEが出現しなかったウエルをNCPBVDウイルス陽性としてTCID50を貸

出し、ウイルス怖を決定した。

b)END法 END法はInabaら (38，39)のJj法に準じて実施した。凶1ち、維持

JIl地凝被でウイルス液を10伯附段希釈し、BT細胞浮遊被0.5mlを含む48ウエル

プレートに名希釈当たり 4ウエルを用いて、各ウイルス被の0.1皿lずつを桜値し

た。針。Cの5%炭酸ガス捕後擦で5円|川地接した後、 I告養械をl以引除去し、約
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10"・;， 50% Egg Infectious Dosel皿lとなるように調製したNDV宮寺株を含む維

持階建液を各ウエルに0.5皿lずつ加えた。.y:!に37.Cの 5%炭酸ガス端長器で4円

間情義し、 CPEの11:¥現の有11告を観察した。NDVの CPEの出現したウエルをN

CP BVDウイルス陽性としてTCIDsoを算出し、ウイルス価をもた定した。

c)RPF法 RPF法はFukushoら (25)、小川 (63)及びltohら (40)の方法に

従い、以下の方法で実施した(図 1-1 )。直径60rnrnのプラスチックシャーレ

(スミロン、 MS-11600)に 1~ 2日間地長し単周を形成したBT細胞を用いた。

維持用地益減で10倍階段希釈したウイルス被をシャーレ 1枚につき0.2mlずつ桜

極した。 37"Cで 111寺間l吸お後、接降したウイルス液を除去し、 5皿lの1.5%のメ

チルセルロースを含む維持朋培養液を加えて37・Cの 5%炭酸ガス埼祭器で 5日

間柄・長した。温めた維持用I向養液で細胞l白からメチルセルロースを除去後CPB 

VDウイルスNose株またはVSVをM.O.I 2で屯感染させた。 37・Cで 1時間吸着後、

張感染したウイルス許証を除去し、 5 mlの1.2%のメチルセルロースを含む維持川

地養泌を加えて37.Cの 5%炭駿ガスI官接器で 2臼問培養した。 J計長終了後にメ

チルアルコールで悶定後0.2%クリスタルバイオレツ卜液で染色し、出;呪したリ

ノTースプラック数からPFUを鉾山した。

免疫血清. 抗BVDウイルス免疫血病の作製には、 Nose株ぷぴNADL株を用いた。

BT細胞で地維させたBVDウイルス許証をBVDウイルスに対する中和抗体陰性の約

150kgのウシ (ホルスタイン極)の的j派内に接種し、 4週後に係[(11し山消を分離

して抗自治とした。この抗血清の ~I' 有1抗体制は、それぞれの免疫ウイルスに対

して 4 ， 096俗であった。また、 Nose株については、家兎に~~回抜極して作製した

小布l抗体制2，048他の血清もmいた。

thvsV免疫 r!II T!'1 は農林水産ヂ?家市街ιI:=. ;試験場から分与されたものをも~川した。

VSV New Jersey serotypeを家兎にJ民間後極して得られた血i，'jで、同ウイルスに
対するtl1f11 J1i1.本側は4，096倍であった。

CP BVDウイルスス トックからのNCPBVDウイルスの分離法 . 小川 (63)の械

情 したRPF法によるウイルス分自I1法をもとに以下のように行った ([ヌ11-2)。
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上述した方法Iこよりリパースプラックの形成されたシャーレを選ぴ、縁にグリ

ースを付おさせた径8mmのペニシリンカ ップを リパースプラ ックを岡むように

のせ、 0.23%トリ プシン被と5，000倍EDTA液の等品混合泌を0.3皿lJJnえ、 37.Cで

5分間反応させた。リパースブラックを形成していた細胞がシャーレ而から剥

離したことを雌認後、係取し、その細胞浮遊搬を遠心管に移した。 CPウイルス

及び攻I号室ウイルスを除去するために創IIJY~ を維持川崎養液で 3回述心お¥:rf'後、 RP

F法の攻撃ウイルスlこNose株を月]いた場合は抗BVDウイルスNose株免疫家兎l白消

を1ml、VSVをmいた場合は抗BVDウイルスNose株免疫家兎.rlrtif'iと抗VSV免疫jor消
を等む混合したものを 1皿l加え、37'Cで 11時間感f午後、維持JlJ椛養液をmいて
5回途心洗浄を行った。維持よ，.j.t行後液を 1皿IJJLIえた細胞浮遊液を 3間凍結融解

し、その遠心上清を10{段階段希釈し、 BT細胞浮遊液を0.5皿l含むtff義JIl試験管

に0.1mlずつ接隠した。 370Cで5円間培養後、そのI音義よ消は各々の試験管毎に

保存川の試験管にそれぞれ回収し、 4.Cで{泉保した。感染細胞は、維持川培養

液で約105 OTC1D.o/皿lに調製したNose株またはVSVを霊感染させた。370Cで3n

11:¥"1倍長し、CPEの山現の有無を観察した。 CPEが抑制lされた最高希釈の試

験1ぎから阿収、保存した培養上清を次代の純化材料とした。同線の操作を 3日

繰り返し、最終のt告益上消を BT細胞で t~徳させて、分離ウイルス械を作製し

た。

中和試験: 被検l血消を維持mt."T.f毒液で 2倍階段希釈列をつくり、 200TCrD 
.0/0.1皿lに調製したBVDウイルス液と等母泌合し、 370Cで 1時間感作後、 1希釈

2ウエルを用いBT細胞浮遊液O.5mlを含む48ウエルプレートに各々0.1皿lずつ

接緩した。 37'Cの 5%炭酸ガスI荷主主器で府議し、 CPウイルスを指示ウイルスと

した場《には 7 日間に CPE の出現したウエルを、 NCP ウイルスを指 I]~ ウイルス

とした場令には 5仁!日にNose株またはVSVを重感染させ、これらウイルスの CP

Eを抑制したウエルをそれぞれウイルス陽性とした。rl"羽|抗イ本(i聞は 1ウエル以

上でBVDウイルスのl¥Il鎚がlLTI制されたlill消の辰尚希釈{者数の逆数で示した。
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4. 実験結果

(1) CP BVDウイルススト ヅク中からのNCPBVDウイルスの検出及び分離

CPウイルスとして知られている4t朱のCPウイルスストックについてプラック

法、 Nose-RPF法及びVSV-RPF法により CP及びNCPウイルスの検出を行った。 4

株のCPウイルススットクはBT細胞に明l僚な CPEが認められるとともにプラ

ックも形成され、培長細胞に対する態度からCPウイルスと判断された。しかし

ながら、表 1-1に示すように実験に用いた 4株すべてのCPウイルススト ック

rl:rには、 RPF法によりNCPウイルスが検出された。 Nose、NADL及びOsloss株では、

CPウイルスのプラック法によるウイルス(，Uiは、霊感染ウイルスにNose株または

VSVをJ1Jt、たRPF法によるウイルス価に比べ10倍から 100倍高かった。しかし、 K

S86(+)株では、 rrl!j者ーに足は認められなかった。

CPウイルスストック巾にNCPウイルスの存在が確認ーされた 4株のCPウイルスか

らNose株またはVSVを用いたR円i去により、それぞれNCPウイルスを分自作した。

(2) 分断ウイルスのEND現象の発現とウイルス干渉性

分離されたNCPウイルスのEND現象の発現とウイルス干渉相ーをNose株を朋いた

同樋4二i!t法及ぴVSVをmいた異梅干渉法により比;1茨した成総を表 1-2に示した。
分縦ウイルスは END法により陽性と陰性の 2 つの グループに分けられた 。 ENM~

象陽性ウイルスはNose-END+，NADL-END+， KS86(+)END+， Osloss-END'、ENDl>!，象

I~性ウイルスはNose-END - 、 NADL -END - ， KS86(+)END、Osloss-END株とそれぞ

れ命名した。CPBVDウイルスNose株を川いた同組干渉法では全ての分間tウイル

スがNose株を下渉したが、 VSVをHIいた呉限干渉法ではEND現象陰性分雌ウイル

スのみがVSVを F渉した。これらの l二渉現象は、iIt感染ウイルス協をM.O.l.l以

上とした場合でも認められ、 1迎間以じ持続した。

ー



(3 ) 分縦ウイルスの抗原刊

CPウイルスと分縦NCPウイルスとの抗原牲をウイルス rt和試験により比鮫した

成績を表 1-3に示した。試験に用いたCPウイルス!日jには抗原性に差異が認め

られたが、 CPウイルスとそのウイルスス トックから分隊されたNCPウイルスとは、

抗原性を区別することはできなかった。
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5.考察

府主主制JI!胞に傾々の組み合わせのウイルスが感染した場合についてはMatumoto

(50)及びFennerら (23)により報告されている。 一般的には、 2鹿児1の異な

るウイルスがともに感染する場合、 1つのウイルスが他のウイルスを下渉また

は噌強する場合がある。 BVDウイルスの干渉についてはGillesllieら (27)によ

り初めて発見されたBVDウイルス問の同種干渉 (20，42，77，79)及びBVDウイルス

が他のウイルスを|二渉する良種 |ニ渉 (28，42)が報告されている。増強について

は、 Kumagaiら(45)によりはじめてBVDウイルスと同じベスチウイルスに属す

る豚コレラウイルス感染j底知巣地後*'111胞においてNDVの増鎖が地強されることを、

また、 SodaとMatumoto(78)は同細胞において風疹ウイルスが増強されること

を報告 している。 Inabaら (39)はBVDNCPウイルスをBTまたは牛腎地養細胞

に感染させた後NDVを重感染させると去しいNDVのCPEが発現し、豚コレラウ

イルスと同様にBVDウイルスがNDVの明嫡を増強することを栂告している。更に、

AnguloとSavall(1)は、 BVDウイルスのパラインフルエンザ 3型ウイルスのIE鎚

噌強を観察している。これらベスチウイルスの生物学的性状はBVDウイルスの生

物学的性状の 1つとなっているほか、これらの現象はNCPウイルスの険山等に利

用されている。 RPF法は、 BVDウイルスの干渉現象を利用したBVDウイルス (40， 

41)及び豚コレラウイルス (25，47，63)の高感度の検出法であることが説明さ

れている 。 RPF法の重感染ウイルスに Nose株を用いる場合、 END現象陽性及び I~

性ウイルスによりリパースプラックは形成される。しかし、電感染ウイルスに

VSVをmいる場合、 END現象陰性ウイルスのみによりリ パースプラックは形成さ
れる。そのため、 今回のRPF法のようにill:感染ウイルスを選択することにより、

CPウイルスから性状の見なるNCPウイルスを検IJl・分脱することが可能となった。

既知のCPウイルスは、通常行われているように試験管に府長したBT細胞に銭

磁した場合CPEが発現し、たとえ低率にNCPウイルスが混入していても検11¥で

きない。これは、 CPウイルスとNCPウイルスは互いに下渉し合い増鈍するが、 N

CPウイルスの比率が低いと、 CPウイルスの CPEが発現することにより CPE

を起こしていないNCPウイルス感染制11胞もはがれてしまい試験告全体では CPE

q
d
 
l
 



陽性となってしまうからである。 RPF法は、 千渉し合い増慰するCPとNCPウイル

スをiTI:層階地を用いることによりリバースプラックを形成しているNCPウイルス

感染細胞だけを CPEを起こしている細胞のrirから検出するものである。

この方法により既知iのCPウイルスか らNCPウイルスの検出を試みた。その結巣、

CPウイルス 4株全てにNCPウイルスが混在していることが明らかとなった。更に、

分iIiI!されたNCPにはEND法及ぴウイルス干渉性から32なる 2稀類のNCPウイルスが

|司11与に含まれていたことは興味深い。同じべスチウイルスj尽に分獄されるj琢コ

レラウイルスでは、 END現象陽性株から陰性株がShi皿izuらにより l株 (76)、

小)11により 4株分自Itされている (63)。今までに調べられた限りでは、 NCPBV 

Dウイルスは 1例を除き (42)、全てEND.EQ象防相であることが報告されている

(39)。そのほかCPBVDウイルス rlrにVSVを干渉するウイルスが混入していたと

いう報告があるが、そのウ イルスのEND現象の発視のイcj1!牲については調べられて

いない (28)。今後、 RPF法をmいることにより、 CPウイルスからNCPウイルス
の分離だけでなく、 END現象陽性株からEND現象陰性伐の分縦への応用の可能性

も与えられる。

実験にはBT細胞とFBSを使用している。 t者養細胞はペスチウイルスの汚染の

危険があり (3，32)、FBSは特に、 BVDウイルスの汚染が多く報告されている

(2，36，62，86)。このため、 BT細胞は最高15代まで細胞を継代しCPEの発

視のJHtいこと及びNose株を用いた下捗法により CP及びNCPウイルスの汚染がJmい

ことを催認した。また、 RT-PCR法により BT細胞及びFBSはBVDウイルスに汚染

されて無いことを他認してj日いた。更に、 FBSはガンマ一線滅l宕したものを使用

した。従って、今回分縦されたウイルスは外来性のBVDウイルスでないと考えら

れる。また、 自1のCPBVDウイルスは干渉性欠絹粒チ(Defectiveint古川巴rlng

particle)を含んでいると報告 (46，81)されているが、 NADL株は F渉f'l:欠m粒
子を含まないことが確認されている (81)。今回川いたその他のCPウイルスは、

Ill{!#希釈法によるクローニングによってもその性状は変化しないことから F渉

性欠陥粒子は、含まないものと141われる。

持続感染牛からはNCPウイルスしか分間[できないが、高liJJ央病を発症している牛

からはNCPウイルスとともに常にCPウイルスが分間tされる (5，8，74)。野外分雌
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抹の抗原作は多様だが、 1個体の;j:，liJl莫病午から分離されるNCPウイルスとCPウイ

ルスは同ーの抗原性を示すことが知lられている (4，5，15，37，73)。これらのこ

とから、粘膜病牛から分離されるCPウイルスは、持続感染していたNCPウイルス

がCPウイルスに変災したとする仮説が提唱されている (15，37)。しかしながら、

粘膜病の発症機構にCPウイルスとNCPウイルスがどのように関わり合っているか、

また、 CPとNCPというバイオタイプの相互の関係はまだ完全に解明されていない。

今回、 BT細胞に明瞭な CPEを発現する既知の 4株のCPウイルスからそれぞ

れ性状の}'~なる 2 感知のNCP ウイルスが分離された。 CPウイルス聞には抗原性に

差異が見られたが、 CPウイルスと 2種郊の分i縦NCPウイルス闘では抗原性は同ー

であった。以ヒのことから、分雌されたNCPウイルスの起源については不明であ

るが、 CPウイ ルスからNCPウイルスへの変異の可能性が示唆された。
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第2主詳 細胞病原性牛ウイルス性下痢ウイルスから非細胞病原性牛ウイルス性

下痢ウイルスへの復帰変;IZ
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1 .要旨

BVDウイルスのCPウイルスからNCPウイルスへの変異機榊の解明を目的とし、

CPウイルスの宿主細胞山来のmRNAのインサーションに注目し、 CPウイルスであ

る NAD L株及ひ勺s l oss妹と兵に親子関係にある 2 極東(~の NCP ウイルスのペアーウイ

ルスをmい、ウイルスRNAの非情造蛋白質(P125)コード領域における宿主細胞由
来皿RNAのBVDウイルスRNAへのインサーシヨンの動向について検討した。純化NA

DL株から分自itされたNCPウイルスNADLE+及びNADLE-株の邸基配列には、 NADL株に

ある術ニiミ細胞 ~l米mRNA (270 bp)がそのまま完全に欠如していた。また、純化

Osloss株と分離したNCPウイルスのベアーでは、 Osloss株に認められた宿主細胞

巾来四RNA(228 bp)が、 NCPウイルスOslossE+及びOslossEではそのまま完全に

欠出していた。以 |二の遺伝子解析の結果、親燃のCPウイルスに認められた宿主

細胞由来mRNAのインサーションが、 NCPウイルスには欠関していることが明らか

となった。 flrJち、 CPウイルスに取り込まれている異種RNAのJJ党務によってCPバイ

オタイプからNCPバイオタイプに復帰変異することが証明された。
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2.序文

BVDウイルスにはCPとNCPウイルスの 2つのバイオタイプが存在する。 CPウイ

ルスとNCPウイルスの関述については不明な点が多いが、粘膜病はCPウイルスと

NCPウイルスの 2つのバイオタ イプの関わり合いにより起こることが明らかとな

ってきた (2，5，8，74)。即ち、妊娠のあるステージでNCPウイルスが母ι|ニに感染

した場合、ウイルスは経)治燥感染し、新生牛はNCPウイルスが感染した持続感染

午となる。この持続感染牛は免疫箆容にF借り易く、当該ウイルスに対する抗体

をj[g生しない。この持続感染午にCPウイルスが屯感染 (IIJ J;見)した場合に粘膜

病が起こるといわれている。このCPウイルスの起源については、 NCPウイルスが

地殖の過程で宿主細胞[8米のmRNAをNCPウイルスRNAの非椛造蛋 1"1質(P125)コー

ド領域に取り込み、 CPウイルスに変処するという仮説が提唱されている (52-5

4-，56，)。これらの現象が粘11央病の発病における鍵を握っていると考えられる。

近年、 NADL株 (10，13)及UOsloss株 (67，68)のCPウイルス 2株の全19基配

列が決定され、その ill伝子配列の研究から、こ れ ら CPウイルス RNAの ~I=構造蛍白

質(p125)コード領域にインサーションがあることが明らかにされた(12，14-)。

NADL株のインサーション部分は、織能iま不明であるが牛の細胞由来皿RNAと高い

*EI向性を示し (14)、また、 Osloss株のp125コード領域には、ユビキチン遺伝

子のインサーションがある (52，54)ことから、持続感染牛の体内で杭主細胞Ih

J長mRNAとNCPBVDウイルスとの問でリコンビネーシヨンが起こり CPウイルスに変

異するという仮説が提H呂されている (52-57)。しか しながら、 BVDウイルスゲ

ノム中にインサーションの認められないCPウイルスが存在すること (16，19，29，

66)など、この仮説はBVDウイルスの細胞病原内を完墜に説明することはできて

いない。

一方、第 1予言の結*からCPウイルスストック1'1'に性状のJ'ilなるNCPウイルスが

混在 していることが判明し、 CPウイルスからNCPウイルスへの変災の可能性が示

唆された。そこで、これらNCPウイルスの起源を知るために、 Nose株&びNADL株

を|限界希釈法放ぴプラック法によりクローニングを行い、各ステップ毎のサン

プルについてNCPウイルスの検山を試みた。児に、 CPウイルスからNCPウイルス
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への復帰変異と宿主細胞由来皿RNAの関込l!を何lる白的で、純化NADL株及びOsloss

+:-1，とこれらCPウイルスから分離した真に親子関係にあるNCPウイルスのベアーウ

イルスを用い街下細胞由来mRNAのBVDウイルスRNAへのインサーションの動向に

ついて検討した。
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3.材料と方法

培養細胞: 第 1~ と問機の BT 制IIJ泡及び培養液を J日いた。

ウイルス: Nose株、 NADL株及びOslos5株のCPBVDウイルス、 NDV宮守株及び

VSV New Jersey Serotypeを月1いた。

BVDウイルスの定量法: 第 1輩記p践と同織の方法により行った。

細胞病原性ウイルスのクローニング: 維持用情長液で10倍階段希釈したCP

ウイルス液の0.1m1ずつを各希釈毎に 4;1;;のBT羽HJ泡浮遊被0.5mlを含む試験管

に接磁した。 37'Cで 5n問I首長した後、 CPEを観察し CPEが発現した段高

希釈の培養上消を|国収した。その上消は新たに準備したBT細胞浮遊泌を含む

試験管に後砲した。この限界希釈法で 3回のクローニングを繰り返した。更に、

純粋なウイルスを得るためにプラック法による純化を行った。最高希釈で形成

された 1個のプラックを注'!J深く姶い 1皿lの維持用地養液に浮遊させ、これを

希釈後新しいBT細胞に後種した。この万法で 3回のプラック純化を繰り返し

た(図 2一1)。各クローニングのステップ傍のサンプルは-800Cに保存し、 C

P及び NCPBVDウイルスの検出を行った。

純化CPBVDウイルススト ックからのNCPBVDウイルスの分離: 第 1阜で記載

した方法、つまり豆感染ウイルスにCPBVDウイルスNose株またはVSVをJTJいたR

PF法により行った。

RNAの抽出・ ウイルスRNAの+1111[¥は、 BVDウイルスを感染させたBT細胞のI市

長」二消からグアニジン フェノールークロロフオルム法 (9)により行った。打1I

!J:lされた RNAはエタノール沈澱後、変性を ~Jj ぐため0.2% ジエチルポリカーポネ

ート処理水に治解した。
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プライマー . プライマーはフォスホアミダイド法により ABlDNA synthe-

sizer (App1ied Biosystems，USA)で合成した。プライマーは既械のNADL株(13) 

及ひーOsloss株 (67，68)の取法配列を基に、 Jド構造!1N:['1質のp125コード領域の

宿主細胞由来mRNAのインサーション部分を挟むように設計した。また、ベスチ

ウイルスに広く保存されている 5'(l却の非翻訳領域についても作製した(17)。

作製したプライマーを表 2-1に示した。

RT-PCR法 RT-PCRi去は、 DNATberma1 Cyc1erとGeneAmpRNA Kit (Perkin-

E1mer Cetus， USA)を用い、マニュアルに従い実1il!iした (71) 0 RT-PCR産物は、

2%アガロースゲルでf色気泳動を行った。

塩基配列の決定 RT-PCR産物は、電気泳動後アガロースゲルから回収し、

Pst 1で切断したpGEfl3Z (Pro皿ega，USA)ベクタープラスミドにクローニング

した。塩基配列の決定はSequenaseversion 2.0 (東洋紡)を用いたダイデオキ

シ法により行った。 I話基配列のコンビユター解析はDNASISsoftware (日立)に

より行った。
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4.実験結果

(1) CP BVDウイルスのクローニング試験

第1単でCPBVDウイルスストック"，にNCPBVDウイルスが含まれていることが

明らかとなった。そのNCPBVDウイルスの組源をまIIる目的でCPBVDウイルスのク

ローニングを行った。 CPBVDウイルスのクローニングは述続して合計6回行っ

た (図2-1) 0 CP BVDウイ ルスのNose株及びNADL株は、まず試験管を用いた

限界希釈法で 3回クローニングを行い、更にプラック法により 3回純化を行つ

た。

Nose1';j<及びNADL株のクローニング段階サンプルのプラ ック法によ るウイルス

仰の比較を表 2-2及び表2-3に示した。限界希釈を 31rrl終了したサンプル

のウイルス佃iは、 Nose株が 2.2x 10' PFU/0.2ml、NADL株では 1.8x 10. P 

FU/0.2mlであった。プラック法により得た 1個のプラック中のウイルス仰は、

両株とも0.2皿l当たり 103代であった。合計6回のクローニング終了後BT細胞

で1同地泌させて得たウイルスストック (NoseBT-l及びNADLBT-l)のウイル

ス(illiは、約10'PFU/0.2mlであった。

(2) 純化CPBVDウイルスからのNCPBVDウイルスの検出及び分雌

Nose+，;j<及びNADL株のクローニング段階のサンプル巾にNCPBVDウイルスが作

在するか否かをNose-RPF法及びVSV-RPF法により調べた。限界希釈法を 3回終了

したNose.j;氷では、 Nose-RPFi.去によりNCPBVDウイルスが検出された。 NCPBVDウ

イルスのウイルス価は、 CPBVDウイルスのウイルス相Iiより約100伯低かった(ぷ

2 -2)。第 11TI1日と第2回目のプラック純化では、 1仰のプラック1:11にはCP

ウイルスの他Nose-RPF法及びVSV-RPF法によりNCPウイルスが検出された。この

ときのNCPウイルスのウイルス耐liはCPウイルスのそれより約100倍低かった。釘1

3 回目のブラ ック 純化では、 Nose-RPFi~のみでNCP BVDウイルスが検出された。

合言l'6回のクローニングにより得た純化ウ イルスをBT細胞で 1illllfll荊させウ



イルスストヅクを作り、 NoseBT-1とした。このNoseBT-1ウイルススト ックか

ら、 Nose-RPF法及びVSV-RPFi去により 再びNCPウイルスが検出され、これらのウ

イルス佃lはCPウイルスのそれに比べ約100または1000イ告低かった。

NADL株のクローニング段階のサンプル中のNCPBVDウイ ルスの検山の結果は表

2 -3に示した。限界希釈法を 3田終了 したNADL株では、 Nose-RPF法及びVSV-

RPFi去によりNCPBVDウイルスが検出され、これらのウイルスIllIiはCPウイルスに

比べ約100または1000伯低かった。しか しながら、プラック純化の過程ではNCP

BVDウイルスは検出されなかった。合言l'6悶のクローニングにより得た純化ウイ

ルスをBT制JJ胞で 1問増殖させウイルスストックを作り、 NADLBT-1とした。こ

のNADLBT-1ウイルスストックには、 Nose-RPF法及びVSV-RPF法により NCPウイル

スが再び検出され、 これらのウイルス(llIiはCPウイルスのそれに比べ約100または

5001音低かった。

純化ウイルス 3株 (Nose、NADL、Osloss株)をBT細胞で 1回総:代し作製し

たウイルスストックから第 13単に述べた方法により新たにNCPBVDウイルスを分

縦した。 3株のウイルスからそれぞれEND現象陽性とEND現象陰性の 2砲類のウ

イルスが分離された。これら分雌ウイルスのウイルス生物学的性状は、 END現象

陽性株は同経下渉、 END現象陰性株は同種及び異種 F渉を示し、クローニングilIi

のCPBVDウイルスス トックから分離したウイルス(第 1章の結果)と性状は令

く同じであった。

新たに分離したEND現象陽性ウイルスは、 NoseET，NADLE'、OslossE¥ E.ND現

象陰性ウイルスは、 NoseE-、NADLE、OslossE株と命名した。

(3 ) 純化CPBVDウイルスの1!日希釈継代による CPE発射への影響

限界希釈法及びプラック法により純化したNose株から作製したNoseBT-1ウイ

ルスストックを lji. J\'~ B T細胞に後砲し、 5日日にJ宮義仁詩ljをl亘l収した。その t

wiをJ!理希釈のまま新しいBT制胞に後麗し 5["1目にtih主上消を同収するJj法に
よりウイルス継代を 6代1-1まで繰り返し、 CPEの発現を観妻美するとともにCP

及びNCPウイルスの定l;iを行った。

-23 -



CP BVD ウイルス Nose株は BT精義組1)胞でP.t~希釈継代を 震ねると CPE を示 さ

なくなるという現象が認められた。継代4代同まではNose株の|明|療なCPEが

観察されたが、 5代目以降CPEは不明l際となった (表2-4)。各継代毎の

ウイルスを CPE 法、プラック法、 Nose-RPF法及びVSV-RP Fi~によりウイルス怖

を測定した。 CPE法による定量では、 105.3から106.'TCID5o/0.1田lのウイル

ス仰であったが、 CPEが不明日来となった 5及び6代目のサンプルではウイル

スのタイトレーション ・パターンにゾーン現象が見られた(表2-5 )。つま

り、低希釈域ではCPEが認められないにもかかわらず、高希釈i成ではNose株

の明瞭なCPEが観察された。また、プラック法による定電でも 5及び6代目

のサンプルではゾーン現象が見られた。 NCPウイルスは、 Nose-RPF法及びVSV-R

PF法により各サンプルで検出され、継代がj住むに従いNCPウイルスの含イヲネが高

くなる傾向が認められた (表 2-4)。

(4) RT-PCR法による術主制1I胞EIJ来皿RNA遺伝子の検索

BVDウイルスゲノムrlJの術主細胞[iJ*皿RNAの存在を調べるために純化CPBVDウ
イルスと真に親子関係にあるNCPBVDウイルスの 2紅lのベアーウイルスを用い、

宿主納胞山米皿RNAのインサーション周辺領域をRT-PCR法により増幅した。俗主

細胞山来皿RNAを広く}):むプライマーれ/仰を用いNAD1、NADLE令及びNADLE株をI盟

関した(図 2-2) 0 NADL株では、非1/仰のプライマーの紅lみ合わせからは取法

配列の4833から54401'耳目の608J猛尾井r(bp)のフラグメントが嶋偏される。NADL株

では予怨された大きさのバンドが観察された (凶 2-2、レーン2)が、 NADL

r及びNADLE株(欧12-2、レーン 3、4)ではNADL株に比べ分子:1}:の小さな

バンドが観察された。更に、宿主細胞11131と皿RNAを狭く挟むプライマー (NL1とN

L2)とRT-PCR産物を用いnestedPCRを行った。特異的なI首帆は、 NADL株のRT-P

CR産物のみで観察された(欧12-3、レーン 2)。

一方、 Os10ss、OslossE'及びOslossE-株をプライマー非05/非06で地怖させたと

ころOsloss株は予怨された大きさ (542bp)のバンドが儲認された ([ヌ12-4、

レーン 2)が、Os10ssE+及びOslossE株ではOsloss株に比べ分 Fl誌の小さなパ
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ンドが認められた (1~12 -4、レーン 3及び4)。

BVDウイルスでよく保存されている 5'JI=-翻訳領域のプライマ一再71拘の組み

合わせをJTJいたRT-PCRでは、全ての6株とも同じ大きさのパンドが観察された

(図2-5 A， B) 0 B VDウイルス非按種BT細胞のI荷主主上清からfiliU'，したRNA

を川い同様にRT-PCRを行ったが、バンドは全く観察されなかった。

(5 ) 宿主治111泡由来皿RNAを挟む領域の邸主L配列及びアミノ酸残慈の比岐

プラック純化したCPウイルス (NADL株、 Osloss株)及びCPウイルスと去に親

子関係にある NCP ウイルス (NADLE ~ ， NAD1E、OslossE"、OslossE)のウイルス

RNAを鋳型としてRT-PCR法により噌附された宿主制胞[1J来mRNAを挟む領域のcDN

AをシークエンスのためにpGEM3Zプラスミドベクターにサプクローニングした。

各クローンの塙基配列を決定し、既に報i与されているNADL株 (NADLph)及び

Osloss株 (Oslosspb)のシークエンスと比較した。

Coll ettら (13)により報告されているオリ ジナルのNADL株のシークェンス

(NADL pb)とブラック純化したNADl株 (NADLcl)、NADLE+t妹、 NADLE-株の取基

配列の比較を図2-6に示 した。プラック純化NADl株のl話基配列は報告されて

いるものと完全に一放した。しかし、 NADLE"及びNADLE-株のl質基配列には、 NA

DL.t'，j<にある宿主細胞出来mRNA(270 bp、5'ATGTGC..." .CGGATG3')がそのまま

完全にJJ見終していた。NADLE.株とNADLE-株のI話基配ダIJは全く同じであったが、

NADL株との比較では、上記欠院の(也市主細胞由来皿RNAのインサーション周辺領

域に少数の11，，¥1去の迎いが認められた。

NADl株のア ミノ酸残~.. ~を図 2 -7に示した。 NADLE+株とNADLE株のアミノ酸

銭法はNADL株とは2ケ所で異なり、 1534森口がフェニルアラニン (F)からチ

ロシン (Y)に、 1651務1=1がパリン (V)からイソロイシン (1 )にそれぞれ

[1"( t灸していた。

Renardら (67，68)により報告されているオリジナルのOsloss株のシークエン

ス(Oslosspb)とブラック高唱{l:.Osloss株(Oslosscl)、OslossE'1末、 OslossE .t朱

のJit法配列の比般をほ12-8に示した。プラック純化Osloss株のl釘必配列は、
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オリジナjレのOsloss株と 11担基 (5314:苦手向がTからAへ)の置換を除き脱線の

Os10S5妹とー欽していた。 OslossE+1'味とOslossE-株とのj包接配列は全く同じで

あったが、 Osloss株にある宿主細胞rb米皿RNA(228 bp、5'ATGCAG.... ..GGTAGT 

3' )がそのまま完全にJJ見落していた。また、 OS108S株との堀基配列の相違が散

見された。

081055株のアミノ酸残基を図 2-9に示した。プラック純化0510ss株のアミ

ノ酸残基は、ユビキチンをコー ドする遺伝子領域でセリ ン (S )からトレオニ

ン (T)に置換した 1ケ所が断械のOsloss株と異なっていた。 OslossE市長とOs

lossE-株のアミノ酸残基は同ーであったが、 Os10ss株とはユピキチン迫伝子の

脱落の他4ケ所で置換が認められた。
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5.考察

BVDウイルスは、 CPウイルスとNCPウイルスの 2つのバイオタイプに分けられ

る。 NCPウイルスは、そのウイルス下渉性により史に 2つのグループに分けられ

る。つまり、|司極干渉だけを起こすグループと同種及び呉磁干渉を起こすグル

ープである 。 END現象の発反のイ'J ~mからみると、前者はEND現象陽性 (E ヤ ) であ

り、後者はEND現象陰性W )である。 lntrinsicな干渉 (23)に基づく RPF法の攻

撃ウイルスを変えることにより見なるNCPウイルスの検出が可能である。』次幣ウ

イルスにCPウイルスであるNose株をmいる場合 (NCPウイルスに対しては同磁ウ
イルス)リ パースプラックは、 r及びE-NCPウイルスにより形成される。しか

し、 VSVを攻常ウイルスとしてmいた場合 (NCPウイルスに対しては奥様ウイル
ス)リ パースプラックは、 E-NCPウイルスのみによりj形成される。

第l.i'江の結果から未純化CPウイルスストック中に性状の異なるNCPウイルスが

混在 していることが判明し、CPウイルスからNCPウイルスへの変異の可能性が示

唆された。これらNCPウイルスの起源を知るために、 Nose株及びNADL株を限界希

釈法J1l.ぴプラック法によりクローニングを行い、各ステップ毎のサンプルにつ

いてNCPウイ ルスを検出した。 Nose株では 3回の限界希釈法の終ru寺点ではNos
e-RPF法により NCPウイルスが検出された。プラック純化ではCPウイルスによっ

て形成された1側のプラック中にもCPウイ ルスのみならずNCPウイルスも同H寺に

検出された。 NADL株では、限界:希釈法によるクローニングを 3回行ってもNCPウ

イルスが検出された。プラック純化では 3凶ともNCPウイルスは検出されなかっ

たにもかかわらず、 NCPウイルスが検出されなかった純化ウイルスを BT細胞で

1同地殖させると |写びNose-RPF法及びVSV-RPF法によ りNCPウイルスが検出され

た。これらのことから、プラック純化CPウイルスからも増舶の過程で微!.iのNC

Pウイルスが産生されることが説明された。

各クローニ ングの段階でCPウイルスは、通常のプラック法で多数を山めるCP

ウイルスの検出を行い、 RPF法により少数のNCPウイルス倹/1:を行っており、も

し少数の NCP ウイルスの険iJjと分自(1法がなかったなら、この現象が J~~の現象で

あることを証明することはできなかった。
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ー方、今回分離されたNCPウイルスは、第一平の考察で述べたように、 BT紛l

!阻またはFBSからの汚染ではないものと考えられる。Liessら (48)は、 CPウイ

ルスのクローニングを試みたが、限界希釈法ではNCPウイルスを除くことが出来

ず、また、プラック法でも純粋なCPウイルスとは保証できないと述べている。

更に、プラッククローニングしたCPウイルスインデイアナ fGilletteJ株にも

免疫プラック法により NCPバイオタイプウイルスが検出されることが報告されて

いる (34)。これらの結巣は、 NCPウイ ルスは、 CPウイルスの子係として低率に

産生されることを支持する現象とjaわれる。

また、純化Nose株を1It¥希釈で 5代継代することにより CPEが発現しなくな

る現象が見られた。経験的にもCPウイルスを晴美細胞で総代を重ねると CPE

を~さなくなるという現象がある。これらの現象は、総代守る度に CPバイオタ

イプからNCPバイオタイプへの変梨が起こり続け、同.fiの.fPJJ北上じが次第にNCP/¥

イオタイプが優位になり、 CPバイオタイプを下主主するためと考えられた。純化

Nose株をI告義和111胞で11{¥希釈総代を重ねると継代に従いCPウイルスに対するNCPウ

イルスの占める:則合が高くなる傾向が認められたこと及びタイトレーション ・

パターンにゾーン現象が観察されたことは、この与ーえを支持するものと忠われ

た。

ここで、なぜNCPウイルスはCPウイルスから産生されるかという綴聞がある。

この疑問を解くために、 NADL株及びOsloss株のウイルスゲノムのp125コード領

域に取り込まれている宿主細胞[ll;li:mRNAlこ淀目した。6同のクローニングによ

り純化したNADL株及びOsl08s株からNCPウイルスを分断し、真に親子関係にある

GPウイルスとNCPウイルスのベアーウイルスを得た。このベアーウイルスのp12

5コード領域をRT-PCR法及び取基配列の比t阪により解析した。その結来、 NADL株

及びOs108s株に認められた宿主細胞由来mRNAのインサーションは、分雌された

NCPウイルス (END現象陽性及び陰性株)からJl見続していることがG在認された。

このことから、 NADL株及びOs lo s8株の CP ウイルスは、そのI首錨にi'l~ いウイルス

RNAに取り込まれている府主細胞111米田RNAがl凶務することによってCPバイオタイ

プからNCPバイオタイプに復帰変511するものと考えられた。

NADL株とOs1os8株の全j話基配列は決定され、ウイルスゲノムの大きさは12.5
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Kbであることが催認されている (13，67，68)。これら頃基配列を他のベスチウ

イルスと比i絞すると、 NADL株とOs10ss株にはそれぞれ270と228bpの宿主細胞由

来皿RNAのインサーシヨンが確認されている (14，52-54)。阿株のインサーショ

ンの取法配列またはアミノ駿残恭に到~似性はない。 NADL株のインサーションの

J1ui基配列は、機能不明の宿主細胞由来皿RNAと99%の相向性をぷし (14)、Oslo

ss株のインサーションの取基配列は、ユピキチン様lli1.1質に-%Cする遺伝 j三で

あることが同定されている (52)。純化NADL株のアミノ酸残基は、 I況搬と全く

|司ーであったが、純イじOsloss株ではユビキチン逝伝子領域で既縦とアミノ酸残

基が 1ヶ所異なっていた。 Osloss株に取り込まれているユピキチン遺伝子は動

物ユビキチン迫伝子とアミノ殴残法が2ケj苛で災なると椴告されている (53)。

今岡の実験結果では、そのうち lケ所は、動物ユピキチンの泣伝子 (・. . G 

R工LS . .・ ) と比較すると既報 (・・ . GR~ L S . ・ ) とは異なり純

化Osloss株 (・・ .GR工LS.・・)のアミノ鮫残基は動物ユビキチン巡伝

子とー欽していた。 BYDウイルスによる事'iJ.換病は、野外のNCPウイルス持続感染

牛 (免疫克容状態)にのみずe'J:.し、 CPウイルスはこれらの粘膜病を発症した牛

からのみ分附される。また、 |隔煽 i脈罰椛t飼育されていた持続感染，午ドが白然発f生1::二|的杓に ~車lド~[I

l牒換病を発症し、 CPウイルスが分離されている (30)。このCPウイルスの起源に

ついては、 NCPウイルスが宿主細胞1:1:1米皿RNAをウイルスRNAliJに取り込むことに

よってCPウイルスに変異するという仮説が提唱されている (52-57)。

今回の実験では、 CPウイルスの増舶にnい常に微量のNCPウイルスが産生され
ることをゆlらかにし、提唱されている仮説について宿主由来皿RNAの動向から逆

説的にCPウイルスがNCPウイルスに復帰変異する現象について証明した。しかし、

NADL株やOsloss株のようにp125コード領域ヒ外来RNAの存在がl切らかとなってい

る株(66，80)もあるが、すべてのCPBVDウイルスで外来RNAの存庄が報告されて

いるわけではない。 BYD ウイルスゲノム rl~1 にインサーシヨンの認められないCP ウ

イルス (16，19，29，66，85)の他、 p125コード領域における遺伝子の重俊やイン

サーションと主後 (22，56-58，66，70)が見られるウ イルスの存在など、この仮

説はBYDウイルスの細胞病原料を元常に説明することはできていない。それ政、

このインサーションがバイオタイプを決定するH住ーのメカニズムではないと忠
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われる。このメカニズムを解明するためには、今後、感染性ウイルスcDNAをm
いたリパースジェネティックの手法を用いNCPウイルスのcDNAへ11]:媛府主山来田

RNAを防人し、細胞病原性との係わりを検討する必要があると忠われる。
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第 3:iii 非細胞病原性牛ウイルス性 F帰jウイルスのオルビウイルス地猫増強

作)tJ
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1 .要旨

NCP BVDウイルス感染BT細胞に H豆類のオルビウイルスを亙感染させたとこ

ろ、全てのウイルスがCPEを発現するとともにBVDウイルス非感染BT細胞に

比ペウイルスの噌舶が100倍以上治強された。 NCPBVDウイルス101".4<のうちEND現

象陽性の 7株はイバラキウイルスのCPEを発現し、 I常殖を増強したが、 END現

象陰性の 3株ではイバラキウイルスの地殖は抑制されるとともに、 CPEも観

察されなかった。更に、 END現象|湯t1'BVDウイルスを感染させたBT細胞では、

BVDウイルス非感染BH:l1I胞に比べイバラキウイルスによるインターフエロンの
j童生が抑制されていた。以仁のことから、 ENDJJl象陽性NCPBVDウイルスはBT

細胞においてオルビウイルスの増舶を増強することが切らかとなり、この増殖

上回強作用は、霊感染ウイルスによるインターフエロンの産生をBVDウイルスが抑

制することによることが示唆された。
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2.序文

BVDウイルスには、 t高義細胞に対する CPE発現の有l!!tにより CPとNCPの2栂

匁iのバイオタイプが存在する。 NCPBVDウイルス感染BT細胞にNDVをi在感染さ

せると、 NUVのみでは認められなかったNDVのCPEが観察されることが報告さ

れている (38，39，65)。この段象は、 BVDウイルス感染BT細胞においてNDVの

噌殖が増強されることにより起こるものと考えられており、 j豚コレラウイルス

の場合と fciJじようにEND現象またはBEND現象とl呼ばれている (38，39) 0 END現象

は、 BVDウイルスの生物学的性状の 1つとなっており、この現象を舟般にNCPB 

VDウイルスはEND現象陽性 (38，39)と陰性 (42)の2種1Jliのグループに分けら

れている。このようなペスチウイルスによる弔感染ウイルスの地殖培強作用は、

パラミキソウイルス属に分類されるNDV及び'1二パラインフルエンザ3型ウイルス

(1)以外他のウイルスに|到する搬手与は無い。そこで、著者らが分雌したNCPB 

VDウイルスとオルビウイルスとの府議細胞における相互作用を知る臼的で、 NC

P BVDウイルスを感染させたBT制11胞にオルビウイルスを霊感染させCPEの発

現及び噌植性について検討した。
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3.材料と方法

ウイルス NCPBVDウイルスは、第 1章及び第 2童話に記J践した方法で分離し

た 6 株 (NoseE~ ， NoseE、KS86(+lEND*，KS86(+)END - 、 OslossE~ ， OslossE ) 

及び既知1のNo.12-43(ワクチン株)、関東京山、 NewYork-l、Tndiana-46株の

計10株を用いた。

オルビウイルスは、アフリカ潟疫ウイルス[(11清虫4 (AHSV-4)、ブルータン

グウイルス血消型10(BTV-I0)、流行れt出[111正月ウイルス l(nifi型 1・NewJersey 

隊 (EHDV-l)、流行性III血病ウイルス白l消型 2. Alberta株 (EHDV-2)、カスパ

ウイルス.K-47株 (43，60)、イバラキウイルスNo.2株 (64)及びカワナベウイ

ルス(59)の合計7緩瀬を用いた。

培養細胞. 培養細胞は、 BT、H皿Lu-1、Vero及びMDBK細胞を用いた。増殖

川及び維持川端接液は、第 lliiと問機の地養液をj刊いた。

NCP BVDウイルスの定量法: 第 1常に記，1，占した下捗法により行った。

オルピウイルスの定量 オルビウイルスの定量は、 CPE法により行った。

カスパウイルス及ぴイバラキウイルスにはHmLu-l;ff11)J(品、他のオルピウイルスに

はVero細胞を96ウエルプレートに精義し、維持m)'151主液で10伯附段希釈したウ
イルス被の0.05皿lずつを各希釈毎に 4ウエjレずつ接種した。37.Cで 1Il寺問l以J首

後維持培益液を0.1皿lずつ)JIlえ、 37.Cの 5%炭酸ガスt{-'i義務で 7日間明後し、 C

PEが出現したウエルを陽性としてTCIDsoを算出し、ウイルス(illiを算山した。

インターフエ ロンの定量: インターフエロンの定昆はVSVをmいた50%プラ
ック減少法により行った (72)。つまり、直径10cmのシャーレに培fl!f上消 4皿l

を入れ5cmの距艇から 10分間紫外線照射を行ったものを試料とした。 6ウエル

プレー トに ~l'lJi汗を形成したBT剰11胞に維持)1]j房長械で 2f音階段希釈した試料の

2皿lずつを般開し、 37.Cで2411与12目的益した。試料を除去後、 VSVをが，)50PFU/O.1 
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皿lに調製し、その0.1皿lを技種した。ウイルス対照にはj照処遣のBT細胞をmい
て同級に接宿した。 370Cで 111寺11]1吸お後ウイルス液を除去し、 3皿lの1.2%のメ

チルセルロースを含む維持丹l地養液を加えて37.Cの 5%1災自費ガス消長器で 2日

間培養した。 t音義終了後にメチルアルコールで悶定後0.2%クリスタルバイオレ

ット械で染色しVSVのブラック数を算定した。力仰は、ウイルス対照、に出現した

プラックの平均値の50%以下のプラックがUJ現した試料の長高希釈倍数の逆数

で表した。

インターフェ ロンの定性: 超遠心試験は情長ヒ清をベツクマン SW27で

100，000x g、 311寺liH述心し、その仁前日1!分のみftlliを測定した。

透析Jl見通過性試験は試料を透析股に入れ、 PB S (pH7.2)に対し 4.Cで481時

間透析し、力(fl日を測定した。

酸処JlU試験は試料を透析1J英に入れ、 KCI-HCl液 (pH2.0)に対し40Cで

241時間透析した。その後PB S (pH7.2)に刈し 4.Cで24時間透析してから、 )J

仰を測定した。

トリプシン処理試験は、段終濃度が 1皿gj皿lとなるように トリ プシン被を加え、

37.Cで1時間l感作した。その後ソイビーン ・トリプシンインヒビターを加えて

から、力制liを測定した。

熱処理試験は試料を56.Cで30分|首iウォーターパス rj1で感作した。その後l立ち

に氷水rl'で冷却してから、カWliを測定した。

1童特異性試験lま、 BT細胞の他にMDBK及ひ'H皿Lu-UJH胞を用い力仰を測定した。

免疫血清:第 1阜で記，1唱したii'LBVDウイルスNose株免疫家兎l血清を用いた。
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4.実験結果

(1) NCP BVDウイルス感染BT細胞におけるオルビウイルス増錨地強作川

オルビウイルスの地殖と CPEの発現を調べるために、 NCPBVDウイルス感染

及び非感染BT細胞に 7種類のオルビウイルスを後種した。 BT細胞浮遊液に

END:現象陽性株であるNCPBVDウイ ルスNo.12-43株を 103TCID.o!皿lとなるように

抜種した。 370Cで3日間情義した後、 I官後争後を除去し、10'TCID5 0のオルピウイ

ルスを被膜し、 370Cで 11時間l吸着後後積材料を除去した。維持j白地を加え37
0

C

で7日間情義し、 CPEの山現の有無とそのウイルス価を測定した。なお、オ

ルピウイルスのウイルス日liの測定には、 CPEの極j羽の指炎上治主に抗BVDウイル

ス免波lfil治を川lえ、 370Cで 111寺II¥J中和したものを用いた。 NCPBVDウイルスを感

染させたBT細胞では、オルビウイルスのIiZ1嫡の増強が観察された (表3-1)。

BVDウイルス感染BT細胞におけるオルビウイルスのウイルス仰は、 BVDウイル

ス;l1=.感染BT細胞における増舶に比べ100倍以上高いli[fiであった。また、 BVDウ

イルス感染BT細胞にオルピウイルスを車感染させると 4日から 7仁11司までに

明瞭な CPEが発現した。 一方、 BVDウイルス非感染BT細胞にオルピウイルス

を感染させた場合は、涜行性，'["， [(11熱ウイ ルス2型のごく弱い CPEが続策され

たのみであった。

(2) 各極NCPsVDウイルスのイパラキウイルス増鎚増強作用

|こ記の結果から、各種NCPBVDウイルスのイパラキウイルスの増舶に与える影

響ついて検討した。 BT細胞浮遊液に皆おらが分縦したNCPBVDウイルス及び既

知lのNCPBVDウイルスを103TCID5o!皿lとなるよう に媛麗した。 37
0

Cで4LlI問地建

した後、 I古養液を除去 し、10'TCJD5oのイバラキウイルスを後経し、 37.Cで 1時

間|以右後{妥結材料を除去した。維持m地JIsを加え370Cで7日間柄後し、 CPE

の出現の 1~j!H¥とそのウイルス(llliを測定した。なお、イバラキウイルスのウイル

スfilliの測定には、 CPEの槻j引のI肖益_L:.niに抗BVDウイルスNose株免疫I血治を)JII



ぇ、 370Cで 111与問中和したものを川いた。 10株のNCPBVDウイルスについて、そ

れぞれのウイルス感染BT細胞におけるイバラキウイルスの増鎖増強作川を調

べた。 結果は表 3-2に示した。イバラキウイルスのウイルス仰は、 END.ffi象

陽性の 6株 (NoseE+，KS86(+)END+， OslossE'、No.12-43、NewYork-l及び関東

京山)のウイルスを感染させたBT細胞では、BVDウイ ルスJI主感染BT細胞にお

ける地殖に比べ 100f常以上高い(tlliであった。この噌殖I盤強に仁I~い |珂!燥な CPE が

発現した。 一方、 !ndiana-46株感染BT細胞では、対照細胞に比べウイルス側

が10倍高く、弱い CPEが観察された。対照的にEND現象陰性の 3株 (NoseE、

KS86( + )END-7.>'I.びOs!ossE)感染BT細胞においては、イバラキウイルスの増殖

は完全に抑制され、 CPEも観察されなかった。

(3) END現象陽性及び陰性NCPBVDウイルス感染BT細胞におけるイバラキウイ

ルスの明殖仙線

BT細胞浮遊液に103TCID5o/田lとなるようにNoseE+，NoseE-， OslossEゐ及び

OslossEをそれぞれ桜種し、 37・Cで4日間取益したBT細胞にイバラキウイル

スをM.O.1.0.001で毘感染させ終目的に CPEの出現の.f3-i!!¥とそのウイルスlilli

を測定した。なお、イバラキウイ ルスのウイルスlilfJの測定には、 19王室ヒ消に抗

BVDウイルス免疫JfJli青を))[1え、 370Cで 1時間中和したものを用いた。

NoseE'及びOslossE+のEND現象陽性ウイルスを感染させたBT細胞では、イバ

ラキウイルスを重感染後4日1=1にそれぞれのl也知は巌高になり、 そのウイルス

Ill1iは10"7 5及び10'oTCID5o/0.05皿lとなった(図 3-1)oCPEは重感染後

3口口から発現し、 5日目には100%となった。 BVDウイルスJド感染対照BT細

胞におけるイバラキウイルスの鼎摘は、 2日日まではEND陽性株感染BT細胞と

同様に抱移したが、以後プラ卜ーとなり 5日1.0:1まで CPEは観察されなかったo

NoseE &びOslossE-のENMl象陰性ウイルスを感染させた細胞では、観察JUI間小

イバラキウイルスは検IL¥されず、 CPEも観察されなかった。



(4) BVDウイルス感染BT細胞におけるイバラキウイルスによるインターフエ

ロンの誘導

BVDウイルスのイバラキウイルスの地殖増強作用のメカニズムを解明するため

に、 BVDウイルス感染BT剰11胞におけるイバラキウイルスによるインターフエロ

ンの産生について調べた。 イバラキウイルスにより誘導されたインターフエロ

ンの物理化学的性状を去 3-3に示した。超遠心、酸 (pH 2 )及び熱(560C、

30分)処却に対し安定であったが、 卜リプシン処羽!により失活した。同じ牛由

来細胞であるMD昭和|胞より BT細胞でその活門は高かった。ハムスターIlrti由来

細胞であるHmLu-l細胞では活性を示さなかった。

NCP BVDウイルスOslossE-株を103rCID5o/mlとなるようにJ変極したBT制j砲で

は、 OslossE-株f:iHlli後4日日(イバラキウイノレス霊感染11寺)には既にインター

フエロンが産生され、 256単位/2mlに迷していた (表 3-4)。一方、 Osl

ossE-後極細胞及びBVDウイルス非感染対照細胞では、インターフエロンは産生

されていなかった。 BVDウイルス非感染対照細胞では、イバラキウイルス接種後

2日円からインターフエロ ンの産生が始まり、 3日目には最高の512単位/2m

lまで仁界した。 OslossE'線被極BT細胞では、イバラキウイルス霊感染後 3

日目に初めて32単位/2ml検出され、その後漸増し 5仁!日になって256111位/

2mlまで t界 した。



I自養細胞におけるウイルスのキ11TI作用に関しては、 多くの報告がある (23，5

0)。一般的には、異なる 2T:iJi郊のウイルスが同じ感受性細胞に感染した時、①

両者が感染する場合、② Hili煩のウイルスが他のウイルスの増摘を下渉する場

合、 @ 1極類のウイルスが他のウイルスの増殖を噌強する場合がある。Kumaga

iら (45)は、 ベスチウイルス に属する豚コレラウイルスが感染した!啄精巣地袋

紺l胞でNDVの増猫が増強されることを初めて線告した。隊コレラウイルスは、 l風

疹ウイルスの地姉も増強することが明らかにされている (78)。また、 Inabaら

(39)は、 NCPBVDウイルスが感染したBH{II)泡ぷび牛腎l段階長細胞にNDVを霊

感染させると、 NDVのCPEが|則的に.fJLれることを報告している。

今回の実験からNCPBVDウイルスを前も って感染させたBT細胞においてオル

ビウイルスの増植が増強されることが明らかとなった。 BVDウイルス ')1，感染BT

釧胞では、オルピウイルスのCPEは出現しないか、またはごく弱いが、 BVDウ

イルス感染BT細胞では朋|旅なCPEが出現した。このオルビウイルスの増殖

増強作HJとCPEの発現は、 BVDウイルスのうちEND現象陽性のウイルスにのみ

誘導された。対照的に、 END現象陰性のウイルスが感染したBT細胞では、オル

ピウイルスを霊感染させた後でも CPEは観察されず、オルピウイルスの地舶

は干渉された。 NCPBVDウイルス Indiana-46株を感染させたBT細胞にイバラキ

ウイルスを重感染させた場合、 CPEも弱く、その鳩勉は僅かにt将強されるだ

けであった。 BVDウイルスストックには、しばしばEND現象陰性のウイルスが含

まれることが報告されていることから、実験に川いた Indiana-46株 1-11にもEND現

象 Il~ f'I: のウイルスが (J.- .tE し、このような現象が現れた可能f'j が考えられた。 BV

Dウイルスとオルピウイルスの相互作mは、非常に興味深いものである。あるB
VDウイルス株はオルビウイルスの噌摘をJ.iYl強する、 -jj、他の株ではオルピウ

イルスを!ニ渉した。 EN日現象陽性ウイルスは、 CPBVDウイルスのみを下渉するの

に対し、 ENDl.Q%!.I~ 11ウイルスは、 CPBVDウイルスにがlえVSVも下渉することが

~II られている (第サ向。今回史に、 END現象陰性ウイルスは、オルピウイルス

を完全にこl二沙 し、広くヘテロ F渉を起こすことが明らかになった。
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EN D ~見象は、 ND Vによるインターフエロ ンの誘導を豚コレ ラ ウイルスが抑制す

るメカニズムまたはインターフエロンとは関係ないがアクチノマイシ ンDに感

受性のメカニズムの 2極東fiのメカニズムにより起こることが報告されている

(83，84) 0 Diderhol田島 Dinter、(20)は、午腎培議細胞にNDVを感染させると

インターフエロンが産生されるが、 BVDウイルスを感染させてもイ ンターフエロ

ンは産生されず、更にBVDウイ ルスとNDVを同時に感染させてもインターフエロ

ンは産1:されないことを椴倍 している。 BT細胞にイバラキウイルスが感染す

るとインターフエロンが産生され、その物理化学性状は一般的なインターフエ

ロンの性状とよく 一致していた。 OslossE株はインターフエロンを誘導するが、

OslossE'株は誘導しないことを明らかにした。また、 BT細胞にイバラキウイ

ルスを感染させると高力仙ーのインターフエロンが誘導されるが、 OslossE'株に

感染している BT細胞にイパラキウイルスを弔感染させるとインターフエロン

の産生が抑制された。BT細胞ではイバラキウイルスが感柴するとインターフ

エロンが産生され、そのインターフエロンによりイバラキウイルスの地摘が抑

制されるものと忠われる。従って、 OslossE+t朱は、イバラキウイルスによるイ

ンターフエロンの産生を抑制することによりイバラキウイルスの捕荊と CPE

の発現が先進したものと思われる。

以仁のことから、 END現象陽性NCPBVDウイルスはBT制胞においてオルピウ

イルスのI信組を増強することがl切らかとなり、この地硝i曽強作JTltま、 ifI感染ウ

イルスによるインターフエロンの産生をBVDウイルスが抑制することによること

が切らかとなった。また、 END現象陰性NCPBVDウイルスは、オルピウイルスを

干渉することが!日iらかとなった。
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総指

牛ウイルス性下痢ウイルスの細胞病原性(CP)ウイルスからJ同11胞病原性(NCP)

ウイルスへの変具について検討し、以下の成績を得た。

1 . 既知の4株のCPウイルスストック11'にRPF法によりNCPウイルスの作必を

IVJらかにした。

2 . 分自作されたNCPウイルスのrlJには、 ENDJJl.象陽性で同額ウイルスのみを F

担tするウイルスとEND現象陰性で同種及び呉極ウイルスを F渉するウイルス

の2fUJ'iの異なるウイルスが存在することをiリjらかにした。

3 . CPウイルスから分雌された 2樋郊のNCPウイルスの起源を知るため、 CPウ

イルスのクローニングの過程においてNCPウイルスの検11.¥を行い、純化ウイ

ルスから微ほのNCPウイルスがj)g生されることを証明した。

4. 純化CPウイルスとAに親子関係にある 2極娘のNCPウイルスペアーを分離
し、 CPウイルスに取り込まれている宿主細胞IlJ来皿RNAの保存のイ子!IWを取基

配列を決定して比4反した。その結果、 CPウイルスでは、宿主K111胞けl来皿RNA

が保存されていたが、それから産生されたNCPウイルスでは術主細胞由来田

RNAが欠損していることが[鮮明された。

5. 以仁のことから、 CPウイルスはその的勉の過程で微足のNCPウイルスをlf

生し、これはCPウイルスRNA巾に取り込まれている宿主細胞1l:J.JIl:皿RNAのJl党結

によってCPウイルスからNCPウイルスに復帰変異することが切らかとなった。

6. END現象陽性BVDNCPウイルスは、イバラキウイルスの培舶を地強させた

が、 ENO:現象11j);t'.j:BVDNCPウイルスは逆にイバラキウイルスの増舷を抑r!jljし

た。このイバラキウイルス増猫増強作刀]は、イバラキウイルスによるイン

ターフエロンの産生をEND現象陽性NCPウイルスが抑制することにより起こ

ることが切らかとなった。
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本研究のj遂行 に を~たり、多大な径IIf旨導及び彼!J助言 を l賜った農林水産省動物医

薬品検宣所検査第.sfl長橋J苛秋ME博士に心から深謝いたします。また、多くの

御助言をj揚った元農林水産省動物医薬品検査所長小川('，jldE博士投ぴに実験の遂

行に当たり御協力を!賜った同検査所ウイルス製剤j第2検査室井よ剛光室長に謝

意を表します。

本論文の御校閲と有後な植1J助言をl賜った東京大学農学部の高橋英司教般に謝

惑を表します。
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ぷ 1-1 プラック法と RPF法による BVDウイルスの定詰

ウイルス佃i( PFU/0.2皿I

4生 名 プラック法 1) Nose -RPF法 2) VSV -RPF法U

Nose 6.3 x 10. 8.0 x 10' 7.0 x 10' 
NADL 3.0 X 101 2.7 x 10' 1.9 X 105 

KS86(+) 2.5 X 106 2.2 X 106 1.7 X 106 

Osloss 3.0 X 106 5.0 X 105 1.5 X 105 

1)CP BVDウイルスにより形成された通常のプラック数からウイルス価を算出

2)Nose株を重感染させた後形成されたリパースプラック数からウイルス仰iを算出

3)VSVを霊感染させた後形成されたリパースプラック数からウイルス仰をt'):IJJ1 
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表 1-2 分離ウイ ルスの ウイルス干渉能

重 惑 染 ウ イ jレ ス

END法 干 渉 法

株 名 NDV CP BVDV VSV 

Nose -END+ + + 
Nose -END-

NADL -END+ + + 
NADL -END 

KS86(+)END+ + + 
KS86(+)END-

Os 10ss -END' + + 
Osloss -END-

!照後程対照 十 + 

+ ; CPE陽性
-; CPEII急性
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表 1-3 分 j~1.ウイルスの抗原性の比較

免 疫 j血 j百

t!転 名 抗Nose株 抗NADL株

Nose 4，096ホ Z56 

Nose -ENO+ 4，096 256 

Nose -ENO- 4，096 256 

NAOL 512 4，096 
NADL -END匂 512 2，048 
NAOL -ENO- 512 2，048 

KS86(+) 512 256 

KS86(+)END+ 256 256 

KS86(+)END- 1，024 256 

*"P和抗体価;1ウエル以上でウ イルスの地殖が抑制された血清の辰高
希釈倍数の逆数で示す。
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プライマー名

#1 
#4 
NL1 

NL2 

#5 
#6 
#7 
#8 

表2-1 RT-PCRに用いたプライマーリスト

i!!ie :yIJ 

(5' ) GCTA白区AGACTGCATAATATGCACTGTATGTG
(5') GCTA白血AGCTTACACACGGCAGGCCCCCTTAGG
(5' ) GCTA白血姐ATGTGCAGCCGATGCCAG
(5') GCTA但盟国CATCCGTGAACCAAATGA
(5' ) GCTA旦盟主QGACCCTTCAGGCAGGAACATAGCGG
(5') GCTA旦盟国TCCCCTCCTCACTTTTAGCAATGC
(5' )印私立区姐ATCCCTCTCAGCGAAGGCCG
(5') GCTA旦盟主QCAGCAGAGATTTTTAGTAGCAATAC

下線はiL~1浪酵ぷPst 1の切断部位
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{立 置

4833 -4856 (24皿er)

5440 -5416 (25mer) 

4994 -5011 (18mer) 
5263 -5246 (18mer) 

4991 -5015 (25mer) 
5532 -5508 (25皿er)
74 -93 (20mer) 
375 -351 (25mer) 



表 2-2 Nose株のクローニング段階ウイルスのプラック法とRPF法
によるウイルス仰の比1陵

ウイルス側 (PFU/0.2皿1) 

サンプル プラック法 1) Nose -RPF法 2) VSV -RPF法3) 

限界希釈 3回4) 2.2 X 105 2.0 X 103 検出されず

プラック 1回 5) 3.5 X 103 3.5 x 10 0.5 x 10 

プラック 2@I') 8.0 X 103 4.0 x 10 1.0 x 10 

プラック 3回 5) 2.9 X 103 3.5 x 10 検出されず

Nose BT-16) 1.2 X 107 2.0 x 10' 2.0 X 10.1 

1 )CP BVDウイルスにより形成された通常のプラック数からウイルス価を算出

2)Nose株を重感染させた後形成されたリパースプラック数からウイルス{illiを算出

3)VSVを重感染させた後形成されたリパースプラック数からウイルス側を算出

4)鳩養試験管を用いた限界希釈法により 3回クローニングしたウイルス液

5) 1プラックから回収されたウイルス液

6) 3回のプラッククローニング後 BT細胞で 1代増殖させて得たウイルス液
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表2-3 NADL株のクローニング段階ウイルスのプラ ック法と RPF法

によるウイルスfiftiの比較

ウイルスfil1i(PFU/0.2ml) 

サンプル プラック法 1) Nose -RPF法') VSV -RPF法判

限界希釈 3回.， 1.8 X 105 1.5 x 10" 2.0 x 10' 

プラック 1回 5) 3.5 X 103 検出されず 検出されず

プラック 2回
5) 3.2 X 103 検出されず 検出されず

プラック 3回5) 3.4 X 103 検出されず 検出されず

NADL BT-1(') 1.4 x 10マ 1.5 X 105 3.0 x 10" 

1 )CP BVDウイルスにより形成された通常のプラック数からウイルス仰を算出

Z)Nose株を豆感染させた後形成されたリパースプラック数からウイルス仰を3平11¥
3)VSVを霊感染させた後形成されたリパースプラック数からウイルス仰を算出

4)1g義試験管をj判いた限界希釈法により 3回クローニングしたウイルス液

5) 1プラックから回収されたウイルス液

6) 3回のプラッククローニング後BT細胞で l代培殖させて得たウイルス液
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Nose株の知的釈継代による CPE発現への影響表2-4 

価スJレイウ

YSY-RPF法4)プラック法2) Nose-RPF法山
( x 10' PFU/0.2皿l

CPE法1)

(TCID5o/0.1ml) 
CPE 継代数

2.0(0.16)叫
7.5(1.29) 
3.0(0.55) 
1.3(0.62) 
7.5(0.57) 
2.2(0.20) 
2.6(0.31) 

20 (1. 6)引
31 (5.3) 
22 (3.8) 
12 (5.7) 
70 (5.4) 
70 (6.4) 
62 (7.6) 

1200 
580 
550 
210 
1300 
1100* 
820ネ

106. 2 

10" • 
10 6• 3 

10' 3 
10" 5 
10" 2 *円
10" 1本

+
+
+
+
+
 

Nose BT-1 
1代
2代
3代
4代
5代
6代

l)CP BYDウイルスのCPEからウイルス仰を算出
2)CP BYDウイルスにより形成された通常のプラック数からウイルスfilliを算出
3)Nose+:l<を霊感染させた後形成されたリパースプラヅク数からウイルス価を算出
4)VSVを霊感染させた後形成されたリパースブラック数からウイルス師liを算出

5)CPウイルス中のNCPウイルス含有率(%)
Nose-RPF法によるNCPプラック数xl00
プラック法によるCPプラック数

日)CPウイルス中のNCPウイルス含有率(%)
vSY-RPF法によるNCPプラック数x100 
プラック法によるCPブラック数

7)牢印はゾーン現象が児られたもの
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表 2-5 Nose株のタイトレーションにおけるゾーン現象

ウ イ jレ ス 希 釈

サンプル 10→ 】 10-2 10-3 10-" 10-5 10-8 10-7 

1代継代 ++++t十 ++++++ ++++++ ++++++ ++++++ ー+ーーー+

6代継代 +ー++ー+ ++++++ ++++++ ーーー+ーー

+; CPE陽性
-; CPE陰性
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表3-1 BVDウイルス感染BT細胞におけるオルピウイルスの噌殖

BVDウイルス感染BT細胞 BVDウイルス~I~感染BT細胞

ウイJレス ウイルス仙 CPE ウイルス価 CPE 

アフリカ馬疫 3.51) ++') 1. 25 3) 

ブルータング 4.75 +++ 2.25 

旅行性出[(Jt熱 1型 2.75 ++ <0.5 

旅行性出血熱2型 4.75 +++ 2.75 + 
カスパ 5.5 +十 3.5 

イバラキ 6.0 +++ 3.0 

カワナベ 5.0 +十+ <0.5 

1) log TCIDso/0.05ml 
2) C P E陽性
3) CPE陰性
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表 3-2 分雌BVDウイルス株のイバラキウイルス増殖増強作m

BT細胞感染

END現象 BVDウイルス株

NoseEナ

防 KS86(+)END'

OslossE+ 

NO.12-43 

性 関東東山

New York-1 

Indiana-46 

陰 NoseE-

KS86(+)END-

性 OslossE-

IH¥媛寝

1) log TCIDso/0.05皿l

2) C P E陽性
3) C P E陰性

イバラキウイルス後極後

ウイルス悩 CPE 

4.75 1) +++日
4.0 +++ 
5.0 +十十
4.0 +++ 
4.5 +++ 
4.25 ++十
3.0 + 

0.5 3 ) 

< O. 5 

<0.5 

2.0 
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表3-3 イバラキウイルスにより産fとされたイ ンタ ーフエロ ンの性状

試験

起遠心

透析』葉通過性

酸処理

トリプシン処血

熱処珂!

階特異性

対照

方 法

100，000 x g， 3時間

PBS，40 C，48時間

pH2，40 C，24時間

1mg/ml， 370 C， 111寺問

560 C，30分間

BT細胞

MDBK細胞

HmLu-l細胞
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単位/2ml

512 

512 

256 

<8 

128 

512 

6 4 

く 4

512 



表3-4 イバラキウイルスのBVDウイルス感染BT細胞におけるインターフエロン産生

インターフェロンカ価 (単位/2ml) 

イバラキウイルス霊感染後日数

ウイJレス 霊感染時 1 2 3 4 5 

OslossEふ <4 く4 <4 32 64 256 
OslossE- 256 32 128 128 128 128 

知¥t妥椅 <4 く4 64 512 256 256 
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図1-1 BVDウイルスのCP及びNCPウイルスの検出

凶定 ・染色

。。 σ
000 000 
00 000 0 
000 0 0 
00 0 000 
00 0 00 
o OQ 

CPウイルスの
プラヅク

(CPウイルス検L1J)

午精巣I帝養細胞

37 'C， 5日間CO，塙養

ウイルスJ変種
37 'C， 1時間l吸着
1.5 %M CJ古地重層

CP BVDウイルス VSV車感染
Nose株主感染

悶A:'染色 回定 ・染色

e 
@ @ ¥ /θ 
@ ⑤ 

⑦ θ / ¥ G 

NCPウイルスのリパースプラック

(END令及びEND-ウイルス検出) (END-ウイルス検出)
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図1-2 リパースブラックからのNCP BVDウイルスの分隊法

• '¥ Nose-RPF法又はVSV-RPF訟により

形成されたリパースプラック

，I\. ~ 

リパースブラ ックのJ采l"&(EDTA'卜リ プシンによる細胞の消化)

↓ 

細胞外ウイルスI-j'和(抗Nose株又は抗VSV家兎免疫血清による中和)

↓ 

免疫Ift1清除去(遠心洗浄5回)

↓ 

細胞内ウイルス問収(涼結融Wr.3巨1)

↓ 

限界希釈法 (Nose又はVSV干渉法)によるクローニング(1回目)

↓ 

限界希釈法 (Nose又はVSV干渉法)によるクローニング(2回目)

↓ 

限界希釈法 (Nose又はVSV干渉法)によるクローニング (3回目)

↓ 

BT税n胞でl代地嫡

↓ 

分縦 NCP BVDウイルス
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図2-1 CP BVDウイルスのクローニング

限界希釈法
ml回 +十++ -2 +++ー -3 一一一:+'，

見、込め 21日へ
if， 2図 ++十+ -2 +ー1-十+ -3 一-'';1;.ト~l1ì 3 問へ
tí~ 3回 - 1 十十++ -2 -+++ -3 :+'，一一ー

tf， l回クローニング プラック法 N 0 s e ' R P Fil YSY'RPFW 
(P -1 ) 

縫議弘-1 

-2 ιo~_õo_ð. 

-3 (0円。 U ¥ 

-4 

¥ミミご一一一九
第 2回クローニング ブラック訟 Nose.RPF 十ム YSY'RPFili 
(P -2) 

d議1

-2 (00，、-¥ 

-3 

l!l3回クローニング ブラック法 Nose.RPFil; 
(p -3) 

織)
2 l円 000¥ 

-3 P 
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図2-2 NADL， NADLE~ ， NADLE-株のRT-PCR産物の電気泳動像

ω巧品一-

189 -

267、ー

1 :2 "3 4 

レーン 1・サイズマーカー
レーン 2: NADLt朱
レーン3: NADLE".f兆

レーン4: NADLE '"朱

- 7 3 -



図2-3 tIlADL， NADLE+， NADLE-株のNestedPCR産物の電気泳動像

(， 58-

4時9一一
2() .，_ 

"l :2 :3 LJ 

レーン1・サイズマーカー
レーン2・NADL株
レーン3・NADLET株
レーン4: NADLE一株
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図2-4 Osloss，OslossE'，Os10ssE-株のRT-PCR産物の電気泳動像

1 2 宅圭 /1 

(>51'-

48<)-

2<>7-ー

レーン 1:サイズマーカー
レーン 2: Os10ss1'味
レーン 3: Os 10ssE-+.朱
レーン4: Os10ssE-株
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図2-5 各株の5'末端のRT-PCR産物の電気泳動像
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Bレーン1:サイズマーカー
レーン2・Osloss株
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レーン4: OslossE-株



図2-6 NADL ， NADLE~ ，NADLE-株の塩基配列の比較

~904 
Nl¥DL pb GGGAAGCCGT. Ti¥ACGTGTGG GλTGTCGCTλGCAGATTTTG Al¥GAAAGACλ 
NADL c1 ・・倉‘・・ 2 ・・~ *.."..". '"・e・・*・・....・ 合..禽..金.金金・・*.."合会・..
NADLE+ ・会λ・eλー・C.........c・曾 ・ー.....AT金.脅合金・・..・・・ 'G・..合・・・台
NADLEー “A・'A‘・c・，，"'.*o‘・c・...・・e・λ，T*"合・・..・a食.会合G'合..，，11.1

4954 
NADL pb CTATAAAAGλATCτ守TATλ11.GGGAAGGCAλCTヲTGλGGGTATGTGCAGCC 
NADL c1 ‘・企会‘・a傘....傘....官*...会合‘台“・e会合..会合禽合合合 .禽・・合会台...
NADLE+ Tま・・・..・・G "'''T会傘‘...，...*11"*・ー..合*舎"AC.."禽‘C-ーーーーーーー-
NADLE- T‘.....‘司合G“T'合....・ ・ー.‘・ー‘・・・ ・"AC...・'C-ーーーー一一一回ー

5004 
NADL pb GATGCCAGGG 1¥.AJ¥GCATAGG J¥GGTTTGAAA TGGACCGGGA ACCTAAGAGT 
NAOL cl ‘4・・会.....，.官食 事....*‘"'"~..・ .. ー也禽禽穐.. 食生‘・・.....‘・ a・金.‘脅禽..・
NADLE+ 

NADLE-

5054 
NADL pb GCCAGATACT GTGCTGAGTG TλATAGGCTG CATCCTGCTG AGGAAGGTGλ 
NλDL c1 ‘.，身食亀金合...・..・・...・ 量・・金...‘台.安..."....合・・ a・企企*喬企..台
NJU)LE+ 

NADLE-

5104 
NADL pb CTTTTGGGCA GAGTCGAGCA TGTTGGGCCT CAAAATCACC TλCTTTGCGC 
NλDL cl ...負・...・・ ・・・・'‘...・ ・e・‘...“・r・・4会..・..先食・e・合.金...
NλDLE+ ーーー一一一】ーーーーーー ーーーーーーーーーーーーーーー--ーーーーーーーー ーーーーーー
NADLE-

5154 
NAOL pb TGATGGATGG AAAGGTGTAT GATATCACAG AGTGGGCTGGλ，TGCCAGCGT 
NADL 01 食会・0瞥'念企，..".....・包含 ・..*台・企...・禽曾.合会・・'‘t...."'..・・ 9
NADLE+ ーーーーーーーーーーーーーーーーー匂ーーーーーーーーーーーーー-----ーーーー ーーーーーーーーー-
t¥ADLE- ーーーーー---_.---ー 『ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー ーーー

5204 
NADL pb GTGGGAATCT CCCCAGATAC CCACAGAGTC CCTTGTCACA TCTCATTTGG 
NADL c1 .合..・“..lir11 *..禽・ b ・・~tI:'"，・..倉...企，金 合会食・・・ t‘*禽 会‘・..・食合会企
NADLE+ ーーーーー目ーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーーー『ーーーーーーーーーーーーーーーー-
UADLE一 ーーーーーー--戸ーーーーーーーーーーーーーーーーー一一一噂ーーーーーーーーーーーーーーーー

5254 
NAOL pb TTCACGGlI.TG CCTTTCλGGC AGGAλTACAA TGGCTTTGTA CλATATACCG 
NAOL c1 '"...食会・・・・・・・.......t.傘 ..・*脅禽禽*・..官脅省・・合・・也 ・会合...・・b合
NADLE+ ーー-ーーーーーーー....骨T・'A・...・..曾T'・会・*1'1'...........t...会・会金金‘*
ttADLE- ーーーーーーーー “・・・T・'A禽金a合会食'*.'lT'*・ ‘会合T・‘a合禽金 ...全信...守合

5304 
NADL pb CTAGGGGGCA ACTATTTCTG AGA.TJ¥CTTGC CCGTACT沼GCAACTAAl¥GTA 
NADL c1 ・・・・・・・合‘・ ・・a‘・会舎“・ *・・...*.，.会食合..‘.....合会...・*金.....命
NAOLE+ ・・・a・....11..........・T・・ ‘・.*"T命令・.....A...'会合・ ‘・a食‘合会禽*傘
NADLE- 合・・'‘......・， ....".T..合企・‘・'T'・・企 ・・A‘..‘..*..‘脅..........
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図2-7 NADL，NADLE" ，NADLE株のアミノ酸残基の比較
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図2-9 O s loss ， Os loss E T ， O s lossE -+~のアミノ酸残基の比較

051055 pb ATKVJIl1LMVG t江.GVE工GOLEHLGWILKHQ工 FVKTLTGKT工 TLEVEPSOT工
051055 c1 *合..*"-'*脅合合* 合合******** 合***合脅**** *す**合合..*合 *****合****

091095E+ 合合...合合食合実 ***E*****合 ******R-ーー ーーーーーーーーー ーーーーーーーー-

OslosSE- ****食合合**合 会合*E禽食***合 合*****R-ーーーーーーーーーーーー ーーーーーーーーーー

051099 pb ENVKAKIQOK EG工PPOQQRLIF且GKQLEOGRSLSOYNIQK ESTLHLVLRL 
OS1055 c1 合合******合合 ***官*脅会合官官 *官***会官*** *T******** *す**安*脅脅合合

051055E+ 

0510S5E-

OS10S5 pb 
091059 c1 

RGSGPAVCKK ITEHEKCrNN ILOKLTAFFG VHPRGT 
******合**合 合合合会合***** .，.合安合****** *合安官*合

091059E+ ーーー**合合*** 合会合*.台骨*工* *合合合*合脅官** 工***合*

091059E- ーーー会昔合**台* ********工. ..台脊*合*安貴金 工合金***

キ:上段と同じ
一一一 ・欠釘

Osloss pb:Renardら(67，68)により報告されたアミノ酸残基
Osloss cl:プラック純化後のOsloss株

8 0 



END現象陽性及び陰性BVDNCPウイルス感染BHHJ胞におけるイバラキウイルス
の噌殖出1線
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