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論文内容要旨

 乳幼児胃腸炎の多くはロタウイルス感染によることが明らかとなっている。現在,ヒトロタウ

 イルスは中和反応により4つの血清型に,補体結合反応(CF),免疫粘着赤血球凝集反応,酵

 素免疫法(enzymelinkedimmunqsorbentassay,ELISA)などの方法により,血清型

 とは区別される3つ以上の亜群に分類されているが,これらの血清疫学的検索はまだ充分にはな

 されていない。

 本研究の第一編では,Yolkenらの方法に基づきELISAによる急性胃腸炎患者糞便からの・

 タウィルス検出を試み,成績を電子顕微鏡(電顕)によるものと比較検討した。ELISAは二抗

 体サンドイッチ法を用い,抗ヒトロタウイルスヤギ血清でプレートの各ウエルをコーティングし,

 次いで約10%のホモジネートにして3,000回転で遠心した急性症患児糞便上清を添加し,37℃で

 1時間インキュベーションを行ない,洗滌後,抗日タモルモット血清,アルカリフォスファター

 ゼ標識抗モルモットIgGを反応させて行なった6最後にP一ニトロフェニールリン酸を加えて,

 波長430nmにて吸光度を測定した。判定は検体の吸光度Pとロタウイルス陰性の対照検体の吸

 光度Nとの比,P/Nをとり,この値が2.1以上の場合を抗原陽性とした。結果は全検体796例

 中,ELISA陽性は急性胃腸炎355例中162例,非胃腸炎患者の対照群441例中7例の計169例

 あり,この中で電顕によりウイルス粒子が検出されたのは142例であった。電顕陰性でELISA

 陽性であった患者から得られたペアー血清の中にはCFの有意上昇が認められた例もあり,

 ELISAは鋭敏な方法と考えられた。またELISAの反応は抗ヒトロタウイルスモルモット血清

 によりブロックされることから,得られた成績は特異的と考えられた。ELISAは多数の検体を

 短時間に処理でき,操作が簡便であり,呈色反応であるため肉眼的判定も可能であった。また抗

 ヒトロタウイルス抗体でコーティングされたプレートは1カ月以上,アルカリフォヌファターゼ

 標識抗・タ磨Gは1年以上に渡って使用が可能であり,試薬の安定性の点からも実用的である

 ことを確認した。

 第二編では,従来,無症候性にロタウイルスの排出がみられるとの報告がなされ,疫学的に興

 味が持たれてきた新生児を対象として,実際にELISAを応用し,1年間に渡って551例の新生

 児室収容児の糞便検索を行なった。ELISAは第一編の方法に改善を加えて実施した。即ち,米

 国MHで継代培養に成功したヒト・タウイルスWa株の分与を受け,これをウサギに免疫して

 得られた抗血清からIgG分画を精製,プレートのコーティング及びアルカリフォスファターゼ

 標識に用いた。乳幼児下痢症の流行期には電顕による検索をも併用したが,ロタウイルス陽性例

 はなく,新生児室内でのロタウイルス感染は必ずしも一般的ではないことが明らかとなった。
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 第三編では,亜群1特異的単クローン抗体(monoclonalantibody,MA)152と亜群1及び

 nに交叉反応性の単ク・一ン抗体(MA)133を用いたELISAにより,過去4年間の急性胃腸

 炎の流行期に得られたロタウイルス株の亜群分類を行ない,さらに,RNAパターンのいわゆる

 S型,L型との比較を行なった。結果は検索した130株のうち7株のみが亜群1に,119株が亜

 群1以外の亜群に属しており,亜群1以外の亜群に属するロタ'ウィルスが極めて優位な流行を起

 こしていることが明らかとなった。一方,ロタウイルスが11の分節から成る二重鎖RNAウイル

 スであることから',ポリアクリルアミドゲル電気泳動法によるRNAパターンの比較がなされ,

 10,11番目の分節の移動度の違いにより,L型とS型の2つのタイプに分類されている。これま

 での検索から,RNAパターンでのし型,S型は各々亜群H,1に対応していることが知られて

 いたが,最近,亜群は6番目のRNA分節上の遺伝子に支配されるウイルス蛋白Vp6で規定され

 ることが明らかになっており,我々がELISAで用いた亜群特異的単クローン抗体も,MA152

 はWa株(亜群n),KUN株(亜群1)のロタウイルスのVp6と,MA133はKUN株のみのVp

 6と反応すること'が免疫沈降反応で確認されている。我々が行なったRNAパターンと亜群の比

 較結果は亜群1はS型を,亜群1以外の亜群はL型を呈したが,ウシロタウイルスではし型のパ

 ターンで亜群1に属する株の存在が知られており,RNAパターンと亜群の対応に関しては更に

 今後の検討が必要と思われる。また検索した中で,L型とS型の混合感染が2例に認められた。
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 審査結果の要旨

 1.ELISAによるヒトロタウイルスの検出

 2.一年間の新生児収容児の糞便ロタウイルスの検索

 3.単クロマン抗体を用いた・Elisaによるロタウイルス亜群別頻度

 乳幼児胃腸炎の多くはロタウイルス感染によることが明らかとなっている。現在,ヒトロタウ

 イルスは中和反応により4つの血清型に,補体結合反応(CF),免疫粘着赤血球凝集反応,酵

 素免疫法(ELISA)などの方法により血清型とは区別される3つ以上の亜型に分類されてい

 るが,これらの血清疫学的検索はまだ充分にはなされていない。

 本研究の第一篇では,Yolkenらの方法に基づきELISAによる急性胃腸炎患者糞便からの

 ロタウイルス検出を試み,電顕による成績と比較検討した。全検体796例中ELISA陽性は急

 性胃腸炎355例中162例,非胃腸炎患者の対照群441例中7例の計169例であり,この中で電顕

 によりウイルス粒子が検出されたのは142例であった。電顕陰性でELISA陽性であった患者

 から得られたペアー血清の中にはCFの有意上昇が認められた例もあり,ELISAは鋭敏な方

 法と考えられた。ELISAは多数の検体を短時間に処理でき操作が簡便であり,呈色反応であ

 るため肉眼的判定も可能である点,試薬が安定である点から実用的であると思われる。

 第2篇では,従来,無症候性にロタウイルスの排出がみられるという報告がなされ,疫学的に

 興味のある新生児を対象としELISA法により1年間にわたって551例の新生児収容児の糞便

 検索を行なった。その結果ロタウイルス陽性例は見出されず,新生児室内でのロタウイルス感染

 は一般的ではないことが明らかにされた。

 第3篇では,亜群1特異的単クローン抗体152と亜群1及びmこ交叉反応性の単クローン抗体

 133を用いたELISAにより,過去4年間の急性胃腸炎の流行期に得られたロタウイルス株の

 亜型分類を行ない,さらにRNAパターンのいわゆるS型,L型との比較を行なった。結果は検

 索した130株のうち7株のみが亜群1に,119株が亜群1以外の亜群に属しており,亜群1以外

 の亜群に属するロタウイルスが極めて優位な流行を起していることが明らかとなった。RNAパ

 ターンと亜群の比較結果では亜群1はS型を,亜群1以外の亜群はL型を呈した。また検索した

 中でL型とS型の混合感染が2例に認められた。

 以上の研究成果は,ロタウイルス感染の血清疫学的研究に有意の知見を加えたものであり医学

 博士の授与に価いするものと評価された。
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