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Summary  

l．In an outbreak ofInfluenzain Chiba prefecture during the winter1992～1993，tWO different types of virus were  

isola，ted：influenza Avirus with H3N2subtype atfirst and then B virus．The attacklatein this season was very  

high，but slightlylower than that of the years1989～1990・  

2．Isolated A H3N2virus did not agglutinate chiken red blood cells（RBC），but agglutinated guineapig RBC．  

3．We compared the antlgeniclty Ofisolated strains with that of standerd virus strains of A H3N2and B using  

cross hemagglutinationinhibition（HI）test．There were significant differences betweentheisolates and standerd   

strains．This antlgenic drift may be the reason of highattack ratein this season．  

4・Using paired sera we found the significant rise of HIantibody titers againstisolated A H3N2virusin the   

patients．  

5．We found two cases that wereinfected with both A H3N2and B viruses at the same time．In one case，dual  

infection was confirmed by the rise of HItiter against both virusesin convalescent serum．In another case，   

although A H3N2virus wasis01eted from the patient，Only the rise of HItiter against B virus was noted・  

■■  

集団発生で得られた28名のペア血清を用いた。急性期血清はう  

がい液採取時に，回復期血清は急性期血清採取後約2週間をめや  

すに採取した。   

3．ウイルス抗原   

日本インフルエンザセンター（国立予防衛生研究所）より分与  

された，A／北京／352／89，A／貴州／54／89，A／滋賀／2  

／91，A／ブラジル／2／91，B／バンコク／163／90，B／パ  

ナマ／45／90，B／香港／22／89，B／愛知／5／88，（この内，  

1992～1993年のワクチン株は，A／北京／352／89，B／バンコ  

ク／163／90）8抗原と，集団発生および感染症サーベイランス  

患者定点から分離したウイルスが，反応性にほとんど差がなかっ  

たので，A／H3N2型25株の中から，A／千葉／537／92  

（MDCK2代継代）を，B型9株の中から，B／千葉／237／93  

（MDCK2代継代）を代表株として選択し，これを加えた10株を  

抗原として用いた。   

4．抗血清   

日本インフルエンザセンターより分与されたA／北京／352／  

89，A／貴州／54／89，A／滋賀／2／91，A／ブラジル／2／  

91，B／バンコク／163／90，B／パナマ／45／90，B／香港／  

22／89，B／愛知／5／88のフェレット感染抗血清を用いた。千  

葉県の分離株であるA／千葉／537／92株とB／千葉／237／93株  

の抗血清は，これら2株（HA価64、128倍）を抗原とし，3週  

令マウスの腹腔に0．5mg接種し3週間後に全採血したものを用いた。   

5．ウイルス分離と同定   

ウイルス分離はMDCK細胞（イヌ腎細胞由来）を用いて行っ  

た。MDCK細胞は，5％FCS（ウシ胎児血清）添加イーグル  

Ⅰ はじめに  

インフルエンザは，毎年冬季に流行を繰り返す疾病である。ワ  

クチンの開発されている他のウイルス感染症は，その接種により，  

患者数が減少しているのに対して，インフルエンザの感染者数は  

減少する傾向にない。この要因の一つとして，インフルエンザウ  

イルス抗原の変異の大きさがあげられている1）2）。   

千葉県での1992～1993年のインフルエンザの流行は，A／H3  

型に始まり，A／H3型とB塑との混合流行であった。届出患者  

数は4，662人で，その規模は，近年では1989～1990年の届出患者  

数19，451人の大流行に次ぐ大きなものであった3）。   

このような流行をもたらしたインフルエンザウイルスの抗原性  

を明らかにするために，今シーズンに分離されたウイルスの中か  

ら，A／H3型1株（A／千葉／537／92）と，B型1株（B／  

千葉／237／93）をそれぞれの代表株とし，特性を検討した。  

Ⅱ 材料および方法  

1．うがい液   

集団発生の届出のうち，検査依頼のあった9集団（小学校9）  

74検体，および感染症サーベイランス患者定点より集められた  

136検体の計210検体を用いた。   

2‥患者血清  
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MEMで約8×105個／meの細胞浮遊液とし，24we11のプレート  

に1meずつ分注．34℃，5％CO2のふ卵機で培養した。翌日PBS  

（－）1mgで2回洗浄後，各wellに0．2mゼのうがい液を接種，ト  

T）プシン2FLg／me加イーグルMEM，FCS freeを1meカロえ，34  

℃，5％CO2のふ卵機で5日間培養し，細胞変性効果（CPE）  

を観察した。CPEの認められた検体は，フェレット感染抗血清  

を用い，マイクロタイタ一法による赤血球凝集抑制試験（HI試  

験）4）で同定した。   

6．赤血球凝集抑制試験（HI試験）   

0．5％ニワトリ血球，0．7％モルモット血球を用い，マイクロタ  

イタ一法により行った。血清中の非特異赤血球凝集抑制物質の除  

去は，RDE（武田薬品工業製）を用い，さらにニワトリ赤血球  

で吸収処理した。   

7．SRCF試験（Single RadialComplement Fixation  

Test）   

SRCFプレート「生研」（デンカ生研製）を用いて実施した。  

Ⅲ 成  績  

1．流行状況   

集団発生のあった9施設74検体より，13株のウイルスが分離さ  

れた。このうち，12株がA／H3N2型，1株がB型であった。  

施設別にみると，4集団からA／H3N2型，1集団からA／H  

3N2型とB型が分離され，他の4集団からウイルスは分離され  

なかった。また，患者のペア血清を用いたHI試験では，3集団  

でA／H3N2型，1集団でB型，さらに1集団でA／H3N2  

型とB型の両型に対し抗体の上昇が確認できた。ウイルス分離お  

よび血清反応の成績より，5集団はA／H3N2型の感染であり，  

2集団はA／H3N2型とB型の混合感染であった（表1）。   

一方，感染症サーベイランス定点（千葉市内）から集められた  

136検体より34株のウイルスが分離された。うち25株がA／H3  

N2型で，9株がB型であった。  

表1 平成4年度インフルエンザ集団発生の検査成績  

HI抗体価の上昇  ＊  

発生年月日  集団        ウイルス  分離株    A／山形／32／89  A／北京／352／89  A／ブラジル／02／91  B／バンコク／163／90    （HINl）  （H3N2）  （H3N2）   分離   

H．4．11．19  0／3  3／3  3／3  1／3  0／12  

H．4．12．17  4／10  

H．5．1．14  0／5  3／5  0／5  4／5  

H．5．1．21  0／8  

H．5．1．21   0／5  3／5  3／5  0／5  0／8   

H．5．1．22  0／7  6／7  6／7  0／7  A／H3  

H．5．1．27  A／H3  

H．5．1．28  0／6  

H．5．1．28   

ロ  

0／8  0／8  0／8  6／8   
A／H3（1株） B（1株）  

計  0／28   15／28   12／23   7／28   13／74  

2．分離ウイルスの赤血球凝集性   

分離したA／H3N2型およびB型について，赤血球凝集性を  

検討したところ，A／H3N2型は全て0．5％ニワトリ赤血球に  

凝集性を示さず，0．7％モルモット赤血球に凝集性を示した。B  

型は0．5％ニワトリ赤血球と0．7％モルモット赤血球の両血球に対  

して凝集性を示した。   

なお，日本インフルエンザセンターより分与された抗原・抗血  

清を用いて，抗体価の比較を行ったところ，0．5％ニワトリ赤血  

球と0．7％モルモット赤血球の両者間ではほとんど差が見られな  

かった（表2－1，2－2）。よって，A／H3N2型の代表株  

であるA／千葉／537／92とB型の代表株であるB／千葉／237／  

93を含め，以後すべての反応は，0．7％モルモット赤血球を用い  

て行った。   

3．HI交差試験   

A／H3N2型では，千葉分離株A／千葉／537／92の抗血清  

（ホモで128倍）に対して凝集した抗原は，A／ブラジル／2／91  

だけであった。（表2－1）。   

B型では．千葉分離株B／千葉／237／93の抗血清（ホモで512  

倍）に対して，B／バンコク／163／90に16倍．B／パナマ／45  

／90に64倍，B／香港／22／89に16倍，B／愛知／5／88に16倍  

以下の凝集を示した（表2－2）。   

4，分離株を用いた患者血清の抗体価の変動   

集団発生でA／H3N2型の感染が考えられた4集団20名の急  

性期，回復期の血清を用いて，A／千葉／537／92およびA／貴  

州／54／89．A／北京／352／89，A／滋賀／2／91，A／ブラ  

ジル／2／91に対する平均HI抗体価を比較した。この結果，分  

離株であるA／千葉／537／92に対する平均抗体価の上昇率が，  

3．9と最も高かった（表3）。   

同様に，集団発生でB型の感染が考えられた1集団8名の急性  

期，回復期の血清を用いて，B／千葉／237／93およびB／バン  

コク／163／90，B／パナマ／45／90，B／香港／22／89，B／  

愛知／5／88に対する平均HI抗体価を比較した。平均抗体価の  

上昇率は，分離株であるB／千葉／237／93，B／バンコク／163  

／90，B／パナマ／45／90は，ほとんど同じであり，B／香港／  

22／89，B／愛知／5／88とは大きく異なっていた（表3）。   

5．重複感染が考えられた2例について   

集団発生のうち，HI試験でA／H3N2型の感染が確認でき  

たA集団で，1名がA／H3N2型とB型の両型に対して，抗体  

の上昇が認められた。この検体についてSRCFテストを実施し  

たところ，A／H3N2型は陽性であったが，B型は陰性であっ  
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表2－1 HI交差試験（A型：H3N2）：0．5％ ニワトリ血球使用  

フェレット感染抗血清  
A／Guizhou／54／89 A／Beijing／352／89 A／shiga／2／91 A／Brazil／2／91 A／Chiba／537／92架   

ウイルス抗原  

A／Guizhou／54／89   1024  ＜16  ＜16  64  ＜16   

A／Beijing／352／89   64  256  256  128  ＜16   

A／Shiga／2／91   128  256  1024  512  ＜16   

A／Brazil／2／91   64  256  512  1024  64   

A／Chlba／537／92  

HI交差試験（A型：H3N2）：0．7％ モルモット血球使用  

フェレット感染抗血清  

ウイルス抗原   
A／Guizhou／54／89 A／Beijing／352／89 A／shiga／2／91 A／Brazil／2／91 A／Chiba／537／92瀬   

A／Guizhou／54／89   1024  ＜16  ＜16  32  ＜16   

A／Beljing／352／89   128  1024  512  256  ＜16   

A／Shiga／2／91   128  256  1024  512  ＜16   

A／Brazil／2／91   64  128  512  1024  16   

A／Chiba／537／92   128  ＜16  ＜16  32  128   

※：マウス免疫抗血清（自家製）使用  

表2¶2 HI交差試験（B型）：0．5％ ニワトリ血球使用  
■■  

フェレット感染抗血清  
B／Bangkok／163／90 B／Panama／45／90 B／Hongkong／22／89 B／Aichi／5／88 B／Chiba／237／93野   

ウイルス抗原  

B／Bangkok／163／90   128  32  128  16  16   

B／Panama／45／90   64  512  512  32  64   

B／Hongkong／22／89   32  64  256  ＜16  32   

B／Aichi／5／88   ＜16  ＜16  ＜16  64  ＜16   

B／Chiba／237／93   32  128  128  ＜  512   

HI交差試験（B型）：0．7％ モルモット血球使用  

フェレット感染抗血清  

ウイルス抗原   
B／Bangkok／163／90 B／Panama／45／90 B／Hongkong／22／89 B／Aichi／5／88 B／Chiba／237／93歎   

B／Bangkok／163／90   256  32  128  16  16   

B／Panama／45／90   64  512  512  32  64   

B／Hongkong／22／89   32  64  2 56  ＜16  16   

B／Aichi／5／88   ＜16  ＜16  ＜16  64  ＜16   ‾‾  
B／Chiba／237／93   32  128  128  ＜  512   

※：マウス免疫抗血清（自家製）使用  J■  

表3 平均HI抗体価（2Ⅹ）A型：H3N2  た。そこで，分離株も含め改めてB型についてHI試験を実施し  

たところ，B／バンコク／163／90に急性期16倍以下，回復期32  

倍，B／パナマ／45／90に急性期16倍以下，回復期32倍，B／香  

港／22／89に急性期16倍以下，回復期16倍，B／愛知／5／88に  

急性期，回復期ともに16倍以下，B／千葉／237／93に急性期16  

倍以下，回復期64倍となり，分離株に対し回復期血清抗体価が有  

意な上昇を示した。このことから，B型の感染を確認した（表4）。   

また，A／H3N2型とB型が分離されたⅠ集団で，1名はA  

／H3N2型が分離されながら，HI試験では急性期，回復期血  

清でA／H3N2型に対する抗体上昇はなく，B型に対する抗体  

上昇のみが確認された。なお，この例のA／H3N2型の各棟に  

対する急性期，回復期血清の抗体価は，急性期より，128～1024  

倍と高値であり，回復期でも変動はなかった（表4）。  

急性期  回復期  差  

A／Guizhou／54／89  

A／Beijing／352／89  

A／Shiga／2／91  

A／Brazll／2／91  

A／Chiba／537／92  

7．3  10．0  2．7  

7．4  10．7  3．3  

6．6  9．7  3．1  

6．9  10．2  3．3  

6．2  10．1  3．9  

平均HI抗体価（2Ⅹ）B型  

急性期   回復期  差  

B／Bangkok／163／90  

B／Panama／45／90  

B／Hongkong／22／89  

B／Aichi／5／88  

B／Chiba／237／93  

5．3  7．8  2．5  

5．3  8．0  2．7  

5．1  6．5  1．4  

3．8  4．1  0．3  

5．8  8．3  2．5  
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表4 重複感染の2例  

赤血球凝集抑制（HI）試験  SRCF   

急性期  回復期  急性期  回復期  
備  考  

A型  分離（－）  

＜8  64   集団の流行は  

A／H3型  

A／Guizhou／54／89  

A／Beijing／352／89  

A／Shiga／2／91  

A／Brazil／2／91  

A／Chiba／537／92  

B／Bangkok／163／90  

B／Panama／45／90  

B／Hongkong／22／89  

B／Aichl／5／88  

B／Chiba／237／93  

128   2048  

256   2048  

＜16  1024  

＜16  1024  

128  1024  

＜16  32  

＜16  32  

＜16  16  

＜16  ＜16  

＜16  64  

B型  

＜8  ＜8  

A／Guizhou／54／89  

A／Beijing／352／89  

A／Shiga／2／91  

A／Brazil／2／91  

A／Chiba／537／92  

B／Bangkok／163／90  

B／Panama／45／90  

B／Hongkong／22／89  

B／Aichi／5／88  

B／Chiba／237／93   

分離A／H3型  

集団ではB型も分離  

512  512  

10 24  1024   

512  512   

512  512  

128  128  

32  1024  

64  1024  

32  1024   

＜16  ＜16  

128 ≧2048  

Ⅳ 考  察  

最近，インフルエンザウイルスの患者からの分離方法は，発育  

ふ化鶏卵に変わってMDCK細胞が用いられる場合が多い。MD  

CK細胞で分離されたウイルスの中には，ニワトリ赤血球に対し，  

凝集性が弱い株が存在することがわかっている。1992～93年イン  

フルエンザシーズンに分離されたA／H3N2型の株は，ニワト  

リ赤血球に低凝集性であったとの報告S）6）がある。また前年の1991  

～92年インフルエンザシーズンに分離されたA／HINl型の株  

は，株によりニワトリ赤血球凝集性に差異があると報告7柑）されて  

いる。  

1992～93年インフルエンザシーズンに千葉県で分離した株のう  

ち，A／H3N2型はすべて0．5％ニワトリ赤血球に凝集を示さ  

なかった。また千葉分離株A／千葉／537／92の抗血清を用いた  

HI交差試験の結果では，A／ブラジル／2／91に対してのみ16  

倍を示し，他の株とは反応しなかった。よって，1992～1993年の  

A／H3N2型の流行株は同型のワクチン株であるA／北京／35  

2／89だけでなく，検査に用いた他の株とも異なっていた。また，  

B型も同様の試験の結果，千葉分離株B／千葉／237／93は，ワ  

クチン株であるB／バンコク／163／90を含めた4株とは異なっ  

ていることが明らかになった。   

患者の急性期および回復期血清を用いての各棟に対する平均  

HI抗体価の比較で，A／H3N2型では，A／千葉／537／92  

に差が最も大きかったこと，および他の株に対する抗体上昇が少  

ないことから，A／千葉／537／92が，近年流行した株とは抗原  

的に異なっていると考えられる。またこのことは，A／千葉／53  

7／92に対する急性期の平均抗体価が，他の株より低かったこと  

からも示唆される。以上ことより，たとえワクチンの接種を行っ  

ていたとしても，今回のワクチン株では流行を充分に防御できな  

かったのではないかと思われる。B型については，ワクチン株で  

あるB／バンコク／163／90と分離株であるB／千葉／㍊7／93は，  

抗原的に差はあるが，B／バンコク／163／90に対しても同等の  

抗体上昇が見られることより（表3），ワクチンによる防御は可  

能であったと推測される。   

重複感染が疑われた2例のうち，1例は千葉分離株A／千葉／  

537／92，B／千葉／237／93を用いたHI試験で，雨林に対し有  

意な抗体の上昇が認められ，重複感染が確認された。また他の1  

例は，A／H3N2型に対し抗体の上昇は認められなかったが，  

A／H3N2型のウイルスが分離され，かつB型に対する抗体の  

上昇が確認されたことから，重複感染があったものと考えられる。  

一般に，血清抗体による感染防御はHI抗体価で128～256倍とい  

われている9）。この例のA／H3N2型の各棟に対する抗体価は，  

急性期で128倍から1024倍と高値を示しており，このために感染  

がウイルスが分離された咽頭部分から先に進行せず，結果として  

抗体の上昇がなかったものと考えられる。   

なお，正確な感染を知るためには，分離株を用いての血清反応  

が必要である。  

Ⅴ ま と め  

1．千葉県での1992、1993年のインフルエンザの流行はA／H  

3N2型に始まり，A／H3N2型とB型が混合するパターンで  

あり，流行の規模は近年では1989～1990年の大流行に次ぐ大きな  

ものであった。   

2．分離したA／H3N2型の株は，0．5％ニワトリ赤血球に  

凝集性を示さなかった。   

3．A／H3N2型（A／千葉／537／92，A／貴州／54／89，  

A／北京／352／89，A／滋賀／2／91．A／ブラジル／2／91）  
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およびB型（B／千葉／237／93，B／バンコク／163／90．B  

／パナマ／45／90，B／香港／22／89，B／愛知／5／88）につ  

いて，フェツレト感染抗血清および千葉分離株に対して作製した  

マウス免疫抗血清とのHI交差試験を実施し，分離株の抗原性を  

比較したところ，両型とも他の株と異なっていた。   

4．A／H3N2型について，患者急性期，回復期血清を用い  

て平均抗体価を比較したところ，分離株でより大きな差を示した。   

5．A／H3N2型とB型の重複感染が考えられた2例で，1  

例は分離株を用いた血清反応で両型の感染が確認できた。また1  

例は，A／H3N2型ウイルスが分離されながら，抗体の上昇は  

B型のみで，A／H3N2型に抗体の変動はなかった。これは，  

A／H3N2型の急性期抗体価が高かったためと考えられた。  
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