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Studies　on　the　Pathogenesis　of　Chilo　lridescent　Virus

　　　　　　1．　Mode　of　CXV－Mukiplicatien　ln　Vivo

　　　　　　　　　MICHIO　OHBA

I織s旗u重eof　Bi◎10g至cal　Co鑑r◎王，　Fac掘重y◎f　Agr韮。撮t蟹¢，

　　　　　　Kyushu　University，　Fukuoka

第1章イリデツセントウイルス
　　　　　の研究史

　双翅目昆虫であるガボンボ科の1種意解ぬpalX－

dosaから発見された特異なウイルス（Xeros，1954）

はTipnta　iridesceRt　virus（TIV）と命名され

（Williams　and　Smith，1957），その後の昆虫ウイル

ス学および一般ウイルス学にとって興味ある存在とな

り，また他の多くのイリデッセントウィルス（irides－

cenS　v圭rus）の発見の端緒となった．

　TIVに感染した宿主細胞および組織あるいはウイ

ルスのペレットは青紫色のイリデッセンス（irides－

cence）を示すが，これはウイルス粒子の結晶状配列

により可視光線がBragg型回折をうけるためといわ

れる（Klug　et　ai．，1959）．その後同様の性状を示す

ウイルスが3目にわたる多くの昆虫からも分離され

た．すなわちSericestkis　iridescent　virus（SIV）が

鞘翅目昆虫のカブトムシの1種Sericesthis　pruinosa

の幼虫から発見分離され（S頴曲aus　a磁Le磁e亘eg－

ger，1963），同じく鞘翅目昆虫のCostelytra　zealan－

dicaからも類似のウイルスが分離されている（Kal－

makoff　et　al．，1972）．一方双翅圏昆虫からはTIV

発見以後世界各地においてこの群に属すると考えられ

るウイルスが多数発見されたが，とくにシマカの1種

であるAedes　taenierhynckUSカ〉ら発見されたウイ

ルスはカか．ら最初に分離されたものとしてmosquito

5エ

iridescent　virus（MIV）と命名された（Clark　et

al．，1965）．しかしTIVおよびMIVと他の双翅目

昆虫たとえばシマカの1　E　Aedes　annulipes（Weiser，

1965），　Aedes’cantans　（Weiser，　i965；Tinsley

et　al．，　1971；　Buchatsky　and　Sheremet，　1974），

Aedes　julsws　palieRsおよびAedes　vexans（Chap－

rnan　et　al．，　1966），　Aedes　detritus　（Service，　1968；

Vag◎et　al．，1969；Ha§aft　et砿，197の，　Aedεs

stimulans（Anderson，　1970），　Corethrella　brakeleyi

（Chapmag　et　al．，1971），ヌカカの1種Cxliceides

sp．　（Chapman　et　aL，　1968），　Psorophora　ferox

（Chapman　et　al．，196のおよびブユの1　Pt　Simulium

ornatum（Weiser，1968）などから発見されたイリ

デッセントウイルスとの相互の閣連についてはまだ解

析がほとんどなされていない．またユスリカの1種

ChironomUS　plumosusから分離されたウイルスは，

イリデッセンスの発現が必ずしもこのウイルス群に共

通した属性ではないことを示唆した（Stoltz　et　al．，

1968）．

　わが国においてはFukaya　and　Nasu（1966）に

よって鱗翅目のニカメイガC観ρsesppressalisの病

死幼虫からイリデッセントウイルスが分離されて

C観oiridescent　virus（CW）と命名された．これ

はこの種のウイルスがアジアから発見された最初の例

であり，また鱗翅目昆虫からの分離例としては盤界で

最初のものであった．鱗翅目昆虫からはそののちにコ
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第 1 イリデ γセントウイノレス

の研究史

双建呂昆虫であるガボンボ蒋の l種 Tipulapalu-

dosaから発見された特異なウイノレス (Xeros，1954) 

は Tipulairidescent virus (TIV) と命名され

くWil1iamsand Smith， 1957)， その後の毘虫ウイノレ

ス学および一般ウイルス学にとって興味ある存在とな

り，また他の多くのイリデッセントウイ Jレス (irides-

cent virus)の発見の端諸となった.

TIV 1乙感染した荷主細胞および、組織あるいはウイ

ルスのペレットは青紫色りイザデッセンス (irides-

cence)を示すが， これはウイノレス粒子の結品状配列

により可視光線が Bragg型回折をうけるためといわ

れるくKluget al.， 1959). その後間様の性状を示す

ウイ Jレスが 3自にわたる多くの見虫からも分離され

た.すなわち Sericesthisiridescent virus くSIV)が

鞘細目見虫のカブトムシの 1種 Sericesthispruinosa 

c幼虫かち発見分離され (Steinhausand Leuteneg-

ger， 1963)，同じく鞘麹目見虫の Costelytrazealan-

dicaからも類叡むウイルスが分離されているくKal-

makoff et al.， 1972). 一方双題目見虫からは TIV

発覚以後世界各地においてζの群に議すると考えちれ

るウイ Jレスが多数発見されたが，とくにシマカの 1種

である Aedestaeniorhynchusから発見されたウイ

Jレスはカから最初に分離されたものとして mosquito

iridescen t virus (MIV) と命名された (Clarket 

α1.， 1965). しかし TIVおよび MIVと植の叙趨百

昆虫たとえばシマカの 1種 Aedesannulかes(Weiser，

1965)， Aedes cantans くWeiser，1965; Tinsley 

et al吋 1971;Buchatsky and Sheremet， 1974)， 

Aedes fulvus pallensおよび Aedesvexans (Chap-

man et al.， 1966)， Aedes detritus (Service， 1968; 

Vago et al.， 1969; Hasan et al.. 1970)， Aedes 

stimulans (Anderson， 1970)， Corethrella brakeleyi 

(Chapman et al.， 1971)，ヌカカの l種 Culicoides

sp. (Chapman et α 1.， 1968)， Psoro.叩IjJh初oraα fe診討rox

(Cαhapman et αal 

O昨rnaωαt印um(Weis問er，1968) などど、から発見されfたζイリ

デツセントウイ Jルレスとの相互の関連iに乙ついてはまだ解

析がほとんどなされていない. またユスリカの 1種

Chironomus plumosusから分離されたウイルスは，

イリデッセンスの発現が必ずしも乙のウイルス群に共

通した属性ではないことを示唆した (Stoltzet al.， 

1968)， 

わが閣においては Fukayaand Nasu (1966)に

よって鱗趨昌のニカメイガ Chilosuppressalisむ病

死幼虫からイリデッセントウイルスが分離されて

Chilo iridescent virus (CIV)と命名された. 乙れ

はこの穣のウイルスがアジアから発見された最初の例

であち，また鱗趨呂昆虫からむ分離鍔として辻堂界で

最初のものであった.麟趨目昆虫からはそののちにコ

51 



52 大庭道夫

ウモリガの1種uriseana　cervinataおよびメイガの

1種Mitlesia　sabulosellaカ・らも発見されている

（Fowler　and　Robertson，1972）．以上のように数：

目の昆虫から分離されてきたウイルスは，相互に物

理化学的および生物学的性状が類似するので，現在

Tipula　iridescent　virusをタイプとするイ’リドウイ

ルス（Iridovirus）として分類されており，またこの

群に脊椎動物から分離されたAfrican　swine　fever

virusやamphibian　cytoplasmic　virusなども属

する可能性が示唆されている（wildy，1971）．昆虫

から分離されたウイルスについては便宜的にTIVを

イリデッセントウイルス・タイプ1として以下順次，

番号で表示する方式が提唱されており（Tinsley　and

Kelly，1970），現在までタイプ1～19が示されてい

る（Kelly　and　Robertson，1973）．

　これらのウイルスに共通した性質のひとつとしてウ

イルス粒子（ビリオン）が大型で斉一であることがあ

げられる．たとえばTIVの直径は130　mμ（Williams

and　Smith，1957），　SIVは130～170　mμ（Steinhaus

and　Leutenegger，　1963；　Mercer　and　Day，　1965），

MIVは180～195　mμ（Clark　et　al．，1965；Stoltz，

1971），CIVは160mμ（Fukaya　and　Nasu，1966）

といったようにそれらの直径はほぼ130～200mμの

範囲内にある．これらの値は既知の正20面体ウイル

スとしては最大級のものであり，光学顕微鏡によるビ

リオンの観察が可能である（Stoltz，1971）．

　ウイルスの沈降定数（S20，ω）はTIV，　S】Vあるい

はcrvについてはほぼ2，200である（Day　and
Mercer，　1964；　Bellett　and　lnman，　1967；　Glitz　et

al．，1968；Kalmakoff　and　Tremaine，1968）．一方

MIVの沈降定数は4，450で（Matta，1970），これ

はMrVの粒子重〔4．1×10－i59（Loweθ’砿，1970）〕

が他〔TIV：約2×10－159（Thomas，1961），　S】：V：

2．7×10－159（Day　and　Mercer，1964）〕より大きな

値をもつことと一一致する．

　ビリオンの表面にはコート蛋白のサブユニットが

配列しており，TIVについてはSmith　and　Hills

（1962）はその総数を812とした．しかしWrigley

（1969，1970）は詳細な電子顕微鏡的研究からサブユニ

ットの新しい構築モデルを提唱し，SIVについては

その数が1，562，TIVでは1，472であると推定し

た．リン脂質がビリオンに含まれることが報告されて

いるが（Thomas，1961；Glitz　et　al．，1968），少量

であり，またSIV（Day　and　Mercer，1964）およ

びCIV（大庭，未発表）ともにエーテルに耐性であ

り，リン脂質は必須の成分とは考えられていない．

　ビリオンの内部には電子密度の高いコア（core）

が存在し，ここに核酸が位置する（Thomas　and

Williams，1961；Mercer　and　Day，1965）．ウィル

ス核酸は2本鎖DNAであり（Bellett　and　lnman，

1967），その塩基比（G÷C含有率）はTIVでは

31N32％　（Thomas，　1961；Bellett　and　lnman，

1967），CIVおよびSIVではそれぞれ28～29％，

31％（Bellett　alld　Inman，1967）であって互いに

近似した値を示す．なおinvertebrate　poxvirusの

ビリオンにいくつかの酵素活性が見出されたが（Pogo

et　al．，1971），　SIVおよびCIVビリオン中には

RNA－polymeraseの活性（Kelly　and　Tinsley，

1973）およびnucleotide　triphosphatase活性

〔Kelly，未発表（Kelly　and　Robertson，1973によ

る）〕が存在するという．

　イリデッセントウイルス相互間の物理化学的性状お

よび生物学的性状は非常に類似しているので，その分

類および同定には血清学的方法を用いることが必要と

考えられる．ビリオン自身は寒天中を拡散することが

できないので，それをアルカリ処理して得られた抗原

を使用して沈降反応が行なわれた．その結果TIVと

SIVは血清学的にも近縁であるが明らかに異なり

（Day　and　Mercer，1964），またCWとTliV（Fuka－

ya　and　Nasu，1966）およびCIVとSIV〔Day，

未発表（Fukaya　and　Nasu，1966による）〕にも血

清学的に差異のあることが報告された．一方補体結合

反応においてもTIVとSIVの近縁性は確かめられ

たが差異が存在し，また両者とMIVの間には関連は

認められなかった（Cunni丑gham　and　Tinsley，

1968）．これらのウイルスの抗原分析による統一的な

分類はまだ試みられていない．またウイルス蛋白の違

いは電気泳動像によっても確かめられている（Glitz

et　al．，　1968；　Kelly　and　Tinsley，　1972）．

　イリデッセントウイルス（群）についてはビリオン

の性状のほか病理学的研究による知見も蓄積されつつ

ある．これらの結果によるといずれのウイルスもビリ

オンは細胞質にのみ存在している（williams　and

Smith，　1957；　Bird，　1961；　Bellett　and　Mercer，

1964；　Leutenegger，　1964；　Xeros，　1964；　Clark　et

al．，　1965；　Fukaya　and　Nasu，　1966；　Mitsuhashi，

1966b；Stoltz　et　al．，1968）．感染細胞の細胞質には

光学顕微鏡的にはヘマトキシリンに好染しフォイルゲ

ン反応陽性の塊状構造がみられ，また電子密度の高い

物質の集積とその周辺部におけるビリオンの形態形
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成が観察されている（Xeros，1954；Bird，1961；

Leutenegger，　1964；Day，　1965；Weiser，　1965；

Hukuhara　aRd　Hashimoto，　1966；　Mitsuhashi，

1966b）．ウイルスDNAの合成なこの塊状構造内部

で進行することがSIVおよびTIVについてrt　一一

トラジオグラフィーで証明された（Bellett，1965；

Leuteftegger，　1967；YeuRgkgsbaxd　aftd　］Lee，

1970）．一方SIVおよびCIV感染にともなうウイ

ルスDNAあるいはウイルス特異RNAの合成や

宿主細胞自身の代謝などが生化学的にしらべられ

（K：elly　and　Ti翻ey，1974b），またCWの複製へ

のアクチノマイシンDおよびビューT1マイシンの：影響

がしらべられている（Cunningham　and　Hayashi，

1970）．

　Chilo　iridescent　virus（crv）は福岡県太宰府町

近郊のcaカメイガChilo　suppressalis越冬幼虫集団

中の罹病虫より分離された（Fukaya　and　Nasu，

1965）が，福岡県以外でのCWの分布は知られてお

らず，稀なウイルス病と考えられ，またニカメイガ以

外の自然宿主も知られていない．

　CIVの諸性状については，当初轟カメイガの微生

物的防除へのCIVの利用の可能牲を検討する目的で，

次のような性状が調査されてきた．すなわち野外昆虫

およびカイコBombyx　moriに対する感染性（Mitsu－

hashi，1967b；浜，1968；Ono　and　Fukaya，1969；

ekada　and　lkoue，　197e；　Fukuda，　1971；　Jemsea

et　al．，1972；McLaughlin　et砿，1972；小野ら，

1972），ウイルスの安定性（三橋・小山，1967），ウイル

スの精製および物理化学的性状（T◎」◎鍛dK：odama，

1％8），ウイルス核酸の性状および三種ウイルス核酸

との比較（Bellett　and　Inman，1967；Bellett　and

Fenner，1968；Kelly　and　Avery，1974），他のイ

リデッセントウイルスとの旛清学的関連〔Fukaya

and　Nasu，1966；Day，未発表（Fukaya　and

Nasu，1966による）；Gibbs，未発表（Bellett，1968

による）；Kalmakoff　et　al．，1972〕，ウイルス蛋白の

SIVとの．比較（Kelly　aRd　T麺s至¢y，玉972）などに

ついて研究された．

　一方個体でのイリデッセンスの発現経過についての

概究（Mitsuhashi，1966a），およびin　vivoとin

vitroにおける細胞病理学的観察（Mitsuhashi，1966b，

1967a，　b；且ukuhara　and　Hashimoto，1967；K：elly

and　Tinsley，1974a）が行なわれた．また生化学的調

査としてはビリオンにおける酵素活性の存在｛Kelly

and　Tinsley，　1973；Kle蕪y，　未；発i表　（Kelly　and

Robertson，1973による）〕，抗生物質のウイルス複製

への：影響（Cunningham　and　Hayashi，1970），感

染細胞に：おける核酸合成　（K磁1y　aRd　T癒sley，

1974b）などがある．

　このようにCIVに関する研究は多項目にわたって

いるが，その増殖様式についての知見は断片的であ

り，とくに感染の定量的な解析は皆無である．CW

感染においては病勢の進行は他の昆虫ウイルス病と比

較すると緩慢であること，in　vitroにおいて持続感染

が成立すること（Mitsuhashi，1967a）など特異な様

相が示されるので，その感染病理の解明は昆虫ウイル

ス学において大きな意義をもつものと考えられる．

　本研究を遂行するにあたり終始ご指導，ご鞭燵をい

ただいた九州大学農学部・鮎沢啓夫教授および安松京

三名誉教授に，またH頃ご批判とご協力をいただいた

河原畑勇助教授ならびに岩花秀典氏・舟越正子氏をは

じめとする同農学部附属生物的防除研究施設天敵微生

物学部門の教室員の方々に対して深く感謝の意を表す

る．東京教育大学農学部・故深谷昌次教授ならびに農

林省農業技術研究所・三橋淳博士は貴重な実験材料を

快く分与され，ここにお礼申し上げる．九州大学農学

部・m高醇教授，筑紫春生教授，平郷義宏教授からは

常にご鞭燵をいただいたので感謝の意を表する．

第2章CIVの増殖ならびに
　　　　　細胞病理

1．　緒 言

　CIVに関する知見はビリオンの物理化学的性状・

血清学的性状あるいは宿主域などについては比較的多

いが，感染病理に関する研究はイリデッセンスを指標

とした調査ならびに電子顕微鏡による断片的な観察が

なされているにす謬ない．CIVはDNAウイルスで

あるが宿主細胞の細胞質内で増殖：し，poxvirusとな

らぶ特異なウイルスであり，その感染病理に関する研

究は重要と考えられる．著者はまずC互Vのin卿ρ

におけるID50一時間曲線を解析し，ついでCIV感染

にともなって形成される細胞質封入体の性状とその意

義を論カメイガと比較的近縁であるハチミツが幼虫の

癒球細胞を使屠して検討した．

1［［．材料および方法

　ウイルス　モンシロチョウ　Pieris　rapae　curci－

yoraの幼虫を通過させたCIVをさらにハチミツガ
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GaZleria　mellonella幼虫で増殖させた．感染幼虫お

よび蠕を獄05Mljン酸緩衝液Pヨ7．2中で磨憂し

低速（3，000rpm，10分間）および高速（12・000　rpm，

2◎分量）の分画遠心を数回反復してウイルスを精製

した．使用前にはウイルス感染価（一10gID5。）を測

定した．

　供試昆虫　30℃で飼育したハチミツが幼虫（体重：

約15◎～2GO搬g）を使用した．

　感染価の測定ウイルス浮遊液をO，　05Mリン酸緩

衝液pH　7．2（ペニシリン約100単位／m1およびスト

レプトマイシン品玉00μ9／mlを含む）で10倍階段希

釈した、各希釈あたり5頭のハチミツが幼虫に0・005

ml／玉頭を体腔内接種して22～23℃に保護し，接種

後7～10日圏に実体顕微鏡下で剖検しまた位相差顕

微鏡による壷球細胞の観察を行なった．感染の判定は

イリデッセンス発現の有無および血球細胞での細胞質

封入体形成の有無により，感染価（一沁gID紛の算

定はReed　and　Muench（1938）の方法によった．

　血球細胞の観察　CIV感染ハチミツが幼虫の二二

を切断して流出した体液を血球細胞の観察に供試し

た．無処理の撫球細胞は採血後ただちに位相差顕微鏡

で観察した．染色に際しては体液をスライドガラスに

塗抹して風乾させたのちに，メタノールで5分闘室温

固定を行ない，ギムザ染色，メチルグリーン・ピ面一

ン染色，アクリジンオレンジ染色を常法にしたがって

施した．

　螢光抗体法　精製ウィルス（一10gID50＝8．0／0．005

ml，（L◎5顛リン酸緩衝液pH　7・2に浮遊）の総量

5　mlを9回にわけて，静脈内注射によって家兎を免

疫した．最後の注射から7日後に全採壷を行なって得

た血清を螢光抗体の作製に使用した．螢光抗体の調製

はほぼ規村（王966）にし允がつた．すなわち面面清か

ら1／3飽和硫安塩析を2回反復してr一グロブリンを

分離した．これを生理食塩水に対して透析したのちに

蛋白量を分光光度計で測定し，その五／150量のフルオ

レッセイン・イソチオシアネーート（FITC，　Difco製）

と反応させて色素標識を行なった．反応はpH　9．5で

行ない，4℃，4時間とした．反応終了液はセファデ

ックスG－25のカラム（e．　e◎5Mリン酸緩衝液pH

7．0十〇．　1MNaCl）を使用し同緩衝液で溶出させ，

未結合色素を除去した．色素結合r一グロブijンはさ

らにDEAEセルローxカラムを通過させ，上記緩

衝液で溶出してくる分画を実験に供した．染色に際し

ては体液をスライドガyスに塗抹して風乾後，冷却ア

セトン（一20℃）中で1時間固定した．染色は直接

法にて行ない室温または37℃で30～60分間施した

のちに，生理食塩水で数回洗署して螢光顕微鏡で観察

した．

　オートラジオグラフィー　DNA前駆体として3H一

チミジン（比活性，11．5ci／mM）を使用した．　CIV

に感染したハチミツが幼虫（体重：約2◎◎撮g）に鎗

μci／1頭を体腔内注射した．所定時間後に体液をスラ

イドガラスに塗抹して風乾したのちにメタノールで5

分間の室温固定を施した．感光乳剤（Sakura，　NRH一一

1）によるスライドガラスの被覆はdipp海塞法によ

った．露出期間は4℃で4日間とし，のち現像処理

を行なってギムザ染色を施した．

皿．実　験　結　果

第1項CIVの増殖（ID50一時問曲線）

　CIVの一一定量をハチミツが幼虫に体腔内接種して

22～23℃に保護し，経時的に5頭（実験によっては

3頭）の体液をプールしてウイルス感染緬を測定し

た．数回の反復実験を行なったが，いずれにおいても

同様の増殖曲線（IDse一時問曲線）が得られた．　Fig．

1に示すように体液のウイルス感染価は接種後下降し

たが，約1H後から急激に上昇しはじめ，4日目以

後にはほぼ一一定の値を示すようになった．すなわち

IDse一時間曲線は減少期，．ヒ油玉および定常期の3相

を明瞭に承した．
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Fig．　1．　IDso－time　curve　of　CIV　in

Galleria　mellonella　larvae．

つぎにCIV接種後にハチミツが幼虫を高温に保護

した場合のウイルスの増殖をしらべた．30℃におけ
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Fig．2．　ID5ザtime　curves　of　CIV　at　high
temperatures．　o－o：　3gOC，　．一一一一e：　350C．

るID5。一時間曲線は22～23℃におけるそれと同様で

あり，ウイルス産生も良好であったが，35℃に保

護した場合にはウイルス感染価の上昇は認められず

CIVは増殖しなかった（F韮9．2）．

第2項CIV感染にともなう宿主細胞の変化

　1．位相差顕微鏡による感染細胞の観察

　ハチミツが幼虫にCIVを体腔内接種したのちに，

経時的にその体液を採取して血球細胞を観察すると，

ウイルス接種量によって出現時期は多少異なったが，

接種玉～3日後において細胞質に特異な封入体が出現

した．この時期においてはいずれの器官および組織も

イリデッセンスを示さなかった．またCIVを接種し

ない正常幼虫の血球細胞にはこのような細胞質封入体

の出現は見られなかった．

　感染初期においては封入体はcompactな円形を呈

し（Fig．3a），出現部位は細胞質のなかでも細胞膜に

近い部位であることが比較的多かった．また1細胞に

1個の封入体の形成された例が多かったが，2個以上

の封入体形成が観察される細胞もあった（Fig．3b）．

　ハチミツが幼虫の血球細胞は形態および細胞化学的

な相違により5種類に分類されている（Vercauteren

and　Aerts，　1958；　Jones，　1962；　Ashhurst　and

Richards，1964）が，いずれの種類の細胞にも封入

体の形成が見られた．

　この細胞質封入体は感染の進行とともに発達して漸

次その領域を拡大L（Fig．3cおよびKg．3d），核

と同程度の大きさの時期をすぎると，一定の形状を失

なって感染末期には細胞質全体に拡散した（Fig。3e

およびFig．3f）．

封入体内部は形成初期には無構造であったが，感染

の進行に伴って不規則な網状構造を示すようになっ

た．さらに感染後期～末期には細胞質の縁辺部や拡散

した封入体の内部に特徴のある不定形の塊状構造が出

現した．1綱胞に2偲以上の封入体が形成された：場合

には，それぞれ独立に発達したが末期には融合した．

　核の形態的な変化は比較的少なかったが，感染後期

以後は封入体の拡散にともなって変形した．また細胞

自体の形状は末期には円形に膨化して細胞の種類を識

別することが困難となった．

　2．ギムザ染色による感染細胞の観察

　CIVを接種したハチミツが幼虫の血球細胞にギム

ザ染色を施して観察すると接種1～3日後において細

胞質内に封入体が出現したが，これは位相差顕微鏡に

よる観察において認められた封入体に一致するものと

考えられた．ギムザ染色を施すと細胞質封入体は核と

同様に濃赤色または赤紫色に染まり，感染初期には円

形または楕円形のcompactな形状を呈した．

　王細胞についてi個の封入体の形成された例（Fig．

4a）がもっとも多かったが，細胞によっては2～4個

の封入体形成が観察され（Fig．4b），また封入体の出

現した部位は細胞質の縁辺部であることが比較的多

かつた．この封入体は漸次発達して細胞質に拡大し

（Fig．4cおよびFig．4d），一時核と同程度の大きさ

と形状になったが，封入体内部は一様に密に染まりク

ロマチン粒子の萌瞭な核とは容易に判甥できた．また

ハチミツが幼虫の血球細胞には稀に2核を有するもの

が存在したが，それらの細胞質にも封入体が形成され

た．一方細胞分裂中の血球細胞もしばしば観察された

が，封入体の形成された例は罪常に稀であった（Fig．

4e）．

　感染後期から末期にかけて封入体は細胞質金体に拡

散したが，その内部あるいは縁辺部にギムザ染色によ

つては染まりにくい不定形の領域が出現し漸次拡大し

た　（】F韮9．4f）．

　核は感染後期に至るまで形態的には大きな変化は観

察されなかったが，後期～末期には膨化して赤紫色の

色調も低下した．

　3．螢光抗体法によるCIV抗原発現の検討

　調製した螢光抗体の特異性は染色試験によって確か

められた．すなわちTIVに典型的に感染したハチ

ミツが幼虫の壷球細胞および正常幼虫の血球右翼は

CIVに対する螢光抗体では染色されず，　CIV感染幼

虫の血球細胞のみが特異的に染色された．またCIV

で吸収した螢光抗体液によってCIV感染細胞は染色

されなかった．なお使用した抗CIV血清ならびに螢
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Fig．　3．　Formation　of　cytoplasmic　inclusions　in　the　larval　hemocytes　of　Galleria

mellonella　infected　with　CIV．　Phase　contrast．　Scale　marker　is　20pa．　Symbols：1，

inclusion；N，　nucleus．　（a）　Early　stage　of　CIV－infection．　Compact　cytoplasmic
inclusion　can　be　seen．　（b）　Formation　of　two　compact　inclusions　in　one　cell．

（c）　Middle　stage　of　CIV－infection．　Network　is　apparently　shown　in　inclusion．
（d）　Two　different　stages　of　infection．　Right　cell：　middle　stage　of　infection．　Left

cell：　last　stage　of　infection．　（e）　Last　stage　of　CIV一一infection．　Diffused　cytoplasmic

inclusion　and　malformed　nucleus　are　seen　in　the　hypertrophied　cell．　（f）　Last
stage　of　infection．　Two　developed　inclusions　and　hypertrophied　nucleus　can　be

seen．

光抗体液の抗体価は抗体希釈法による沈降反応（重層

法）で測定した結果，それぞれ1，280倍および80倍

であった．予備的な染色試験を行なった結果にもとづ

き，螢光抗体液は生理食塩水で4倍に希釈して用い

た．

　CIVを接種したハチミツが幼虫の血球細胞を経時

的に観察すると接種後1～3日目に細胞質内に限局し

た特異螢光を示す部位が出現した（Fig．5a）．この部

位の輪郭は感染初期には円形あるいは長円形をなし，

1細胞に2カ所以上出現する場合もあった．感染中期

から後期にかけて漸次発達した特異螢光を示す領域

（Fig．5b）　は一定の形状を麗ない，感染末期には細

胞質のほとんどの面積を占めるに至った（Fig．5c）．

　他方螢光を示す細胞の割合は漸増し，感染末期には

ほとんどすべての血球に特異螢光の発現が見られた

（Fig．6およびFig．7）．しかし細胞核には感染の全

過程を通じて特異螢光は観察されなかった．また感染

後期から末期にかけて出現したギムザ染色で染まりに
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Fig．　4．　Formation　of　cytoplasmic　inclusions　in　the　hemocytes　of　Gallena　mellonella

infected　with　CIV．　Giemsa　stain．　Scale　marker　is　20pt．　Symbols：　1，　mclusion；　N，

nucleus．　（a）　Formation　of　compact　inclusions　in　two　types　of　hemocyte　at　early
stage　of　mfection．　P：　plasmatecy　te，　O：　oenocytoid．　（b）　Formation　of　two　compact

inclusions　in　one　cell．　（c）　Middle　stage　of　CIV－infection．　The　inclusion　is　dis－

tinguishable　from　the　nucleus　by　the　absence　of　chromatin．　（d）　Middle　stage　of

infection．　Three　inclusions　and　hypertrophied　nucleus　can　be　seen．　（e）　lnclusion

formed　in　the　cytoplasm　of　mitotic　hemocyte　（M）．　（f）　Last　stage　of　infection．

The　sites　which　cannot　be　stained　with　Giemsa　solution　are　seen　（arrows）．

くい部位は螢光抗体と反応して特異螢光を示した．

　4．核酸の分別染色による感染細胞の観察

　メチルグリーン・ピロニン染色をCIV感染細胞に

施すと細胞質封入体は青緑色に染まり，また核も青緑

色を示したか他の細胞質部分は赤色を呈した（Flg．

8）．さらにアクリジンオレンジで感染細胞を染色して

螢光顕微鏡て観察すると，細胞質封入体およひ核は黄

緑色の螢光を示し，他の細胞質部分は炎紅色の螢光を

示した（F19．9aおよひFlg　gb）　感染末期の細胞

では黄緑色の螢光を示す部分は細胞質全；域に広かり，

その内部に炎紅色の螢光か網目状に分布することが観

察され，とくにそれは核の周辺部で強かった．

　5　感染細胞のオートラジオグラフィーによる観察

　ハチミツカ幼虫にCIVを体腔内接種し，24時間後

にDNA前駆体として3H一チミジンを庄射したのち

に血球細胞をとり，オートラジオグラフィーを行なっ

た　3H：一チミジン注射5時間後およひ24時間後とも

に感染段階のさまざまな細胞か見られ，封入体形成の

観察されない非感染細胞から発達した封入体を有する

細胞まで混在した．非感染細胞およひCIVを接種し
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Fig．5．　Localization　of　CIV－antigens　by
immunofiuorescence　in　the　larval　hemocytes
of　Galleria　mellonella　Scale　marker　is　20　pt．

（a）αV一際fec重ed　he搬◎cy重es　s重a玉ned　w国国h

fiuorescent　antibody　3　days　after　the　virus

iエ10Culation．　ImmunOfiuOreSCenCe　Can　be
seen　only　in　the　cytoplasm，　but　not　in　the

nucleus．　（b）　CIV－infected　hemocytes　5
days　after　£he　virus　inoculation．　Arrow

indicates　the　developed　immuno伽orescence
in　the　cytoplasm．　（c）　CIV－infected　hemo－

cytes　7　days　after　the　virus　inoculation．

Specific　fiuoresceAce　cevers　whole　cyte一一
plasm，　but　not　nucleus　（N）．

聾9．6，Larval　h¢螢◎cy重eS　S重ai嚢ed　wi重h飽◎一

rescent　antibody　at　the　last　stage　of　infec－

tion．　Most　cells　show　the　specific　immuno－

fluorescence．　Scale　marker　is　50　pt．
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Fig．　7．　Percentage　of　hemocytes　stained
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Fig．8．　CIV－infected　hemocytes　stained
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N：　nucleus．　Scale　marker　is　20　pa．

なかった幼虫の血球細胞では銀粒子の集積は核部分に

のみ見られ，細胞質には観察されなかった．これに反

して感染細胞では形成初期のcompactな封入体ある

いは発達した封入体に一致する細胞質部分に顕著な銀

粒子の発現が見られた（F茎g．鎗aおよびFig．　leb）．

　　また1細胞の細胞質内に2個以上の封入体が形成さ

れた場合には，それぞれの封入体上に銀粒子が集積し

た（Fig．10c）．一方，細胞質封入体と核のいずれに

も銀粒子の分布する細胞も比較的多く存在した（Fig．

猛aおよびFig．11b）．
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Fig．　9．　Localization　of　DNA　in　the　hemo－

cytes　of　CIV－infected　Galleria　larvae．　Scale

marker　is　20pt．　（a）　CIV－infected　hemocyte

stained　with　acridine　orange．　1：　inclusion，

N：　nucleus，　H：　uninfected　cells．　（b）　Two

inclusions　stained　with　acridine　orange．
1：　inclusion．

IV．論

昆虫ウイルスの増殖曲線はin

ヨウジョウバエのシグマウイルス

議

イコ核多角体病ウイルス（Aizawa，1967），

胞質多角体病ウイルス（Miyajima　alld　Kawase，

1968）およびカイコ軟化病ウイルス（Inoue　and

Ayuzawa，1972）において報告されているが，　in

vitroではカイコ核多角体病ウイルス（Vaughn　and

Falkner，1963；Raghow　and　Grace，1974）およ

びSericesthis　iridescent　virus（SIV）（Bellett，

1965）で知られるにすぎない．CIVの；増殖曲線（IDso一

時間曲線）は生体でしらべられた上記のいくつかのウ

イルスのそれと同じ様式を示し，減少期，上昇期およ

び定常期の3相が明瞭であった．Bellett（1965）はヤ

ママユガの1種Antkeraea　eucalypti由来の培養細

胞におけるSIVの増殖を報告しており，上同期の開

始は生体で見られたCIVの場合よりも遅延するよう

であるが，これは接種量の違いによることや感染価の
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Fig．　10．　DNA　synthesis　in
hemocytes　of　Galleria　larvae．　Giemsa　stain．

Scale　marker　in　Figs．　10　and　11　is　10pt．

（a）　Autoradiograph　of　hemocyte　at　early
stage　of　CIV－infection．　Silver　grains　are

concentrated　in　compact　cytoplasmic　inclu－
sion　（1）．　Scattered　silver　grains　are　seen

in　the　nucleus　（N）．　（b）　Autoradiograph

of　two　CIV－infected　hemocytes．　Silver
grains　appear　only　in　the　cytoplasmic
inclusions　（1）．　N：nucleus．　（c）Auto－

radiograph　of　CIV－infected　hemocyte　in
which　two　inclusions　（1）　are　formed．　Silver

grains　can　be　seen　in　both　inclusions．　N：

nucleus．

　　　　　釜i：灘l

ttw．・’一’・，l

CIV－infected

測定法の違いによるものかもしれない．

　CIVの増殖曲線は宿主を急激に発死させる核多角
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体病ウイルスと同じであり，感染性ウイルスの産生も

急激であるにもかかわらず感染虫は長期にわたって生

存する．Mitsuhashi（1966a）はニカメイガ幼虫にお

いて感染後3カ月以上生存した例を報告しており，ま

たミノウスバPη8吻珈∫ω幼虫で接種後30日間生

存した例もあった（大庭，未発表）．これらのことは

後述するように，CIVと宿主の核酸合成をはじめと

する代謝のかかわりあいの特性を反映するものと考え

られる．

　CIVに感染したハチミツが幼虫の血球細胞には細

胞難中に顕著な封入体が形成されて漸次発達した．こ

の封入体はイリデッセンスの発現とともに細胞または

個体の感染の指標となり，また感染の進行段階がそれ

によって判定されうることが明らかにされた．Huku－

hara　and　Hashimoto（1967）はCIVに感染した

Antheraea　eucalypti培養細胞に出現する円形の封入

体を報告したが，これは上記の封入体の発達の初期段

階と考えられる。ハチミツが幼虫の血球細胞は形態学

的および細胞化学的研究によって5種類，すなわち

prohemocyte，　plasmatocyte，　adipohemocyte，

spherule　cellおよびoenocytoidに分類されてお

り，それぞれ異なる機能をもつものと考えられてい

る．それぞれの血球細胞に細胞質封入体が形成される

のでCIVに対してはいずれも感受性であると考えら

れる，この結果はCIVに感染したニカメイガの血球

細胞がすべてイリデッセンスを示す結果（Mitsu－

hashi，1966a）や，また感染末期においてはハチミツ

が幼虫のほとんどの血球細胞がCIV特異螢光を示し

たことからも裏付けられるであろう．一方感受性昆虫

でも宿主の種類によっては血球はCIVに感染しない

ことが報告されている（浜，1968）．

　Vaccinia　virusは細胞質で増殖するDNAウィ

ルスであるが，分裂期の細胞においても感染の成立

することが，3H一チミジンを使用したオートラジオグ

ラフィーによる観察で認められている（Kit　et　al．，

1963）．CIV感染ハチミツが幼虫においても分裂期の

血球細胞の細胞質にCIV封入体が稀に観察された．

これはイリデッセントウイルスにおいては初めて認め

られた現象であるが，ウイルスの感染後に核の分裂が

開始されたのか，または分裂の中途にウイルスに感染

したものかは明らかにしえなかった．これらの感染細

胞の核分裂がどの段階まで進行するかは興味ある問題

と考えられる．またしばしば観察される2核細胞にも

封入体の形成が認められたが，2核細胞は正常幼虫の

体液にも存在したのでこれはCIV感染に伴う現象と

は考えられない．

　封入体の性状を検討した結果，これは次のような特

異な性格をもつことが明らかにされた．すなわち核酸

の分別染色でDNAの存在すること，またオートラ

ジオグラフィーでは3H一チミジンの封入体へのとり

込みが見られることからウイルス核酸の合成の場であ

ること，さらに螢光抗体法により封入体はCIV特異

抗原の発現部位となっていることなどである．

　加藤（1963）はウイルス封入体をウイルス素材形成

の場である1次封入体と，ウイルス産生には直接貢献

しない2次封入体とに分類した．なかでもpoxvirus

群に属するウイルスは1次封入体としてB型封入体を

細胞質に形成し，ここでウイルスDNAの合成が進

行し，かつウイルス特異抗原の発現が見られる（Kato

et　al．，　1959；　Kato　et　al．，　1960；　Kato　et　al．，　1964）．

このことはDNAウイルスでありながら細胞質で増

殖するものとしてpoxvirusを特異な存在にしてい

る．一方，CIV感染にともなって細胞質に形成され

る封入体は加藤（1963）の分類にしたがえば1次封入

体と考えられる．PoxvirusのA型封入体あるいは核
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多角体病ウイルスの形成する核多角体のような2次封

入体はCIVにおいては観察されなかった．しかし感

染後期～末期に細胞質に出現してギムザ染色では染ま

りにくい部位はCIVに対する螢光抗体に反応するの

で，ウイルス蛋白あるいはビリオンそのものの集合と

考えられる．この部位は領域的に他とは明瞭に判尉で

きるので2次封入体とみなす可能性もある．以上の結

果は基本的にはBellett　and　Mercer（1964）および

Bellett（1965）の報告したSWの形成するf◎ciの

性状に一i致する．

　3H一チミジンのとり込みは封入体部分に見られた

が，同縛に核にもそれの見られた細胞が比較的多く存

在した、この結果はBellett（1965）およびLeute－

negger（1967）がSIVにおいて報告しているよう

に，ウイルスの感染が成立しても宿主自身の核酸合成

はただちには停止しないことを示唆しており，B型封

入体の形成にともなって宿主細胞の核酸合成が急速に

阻止されるpoxvirusの場合（Kato　et　al．，1964）

とは対照的である．しかしSIVおよびCIVの感染

にともなって宿主自身のDNA合成は急速に阻害さ

れるという報告もあり（Kelly　and　Tillsley，1974b），

このことに関してはさらに検討を要すると考えられ

る．

　イ婆デッセンスの発現，位相差顕微鏡およびギムザ

染色などによる封入体の観察とともに螢光抗体法によ

る観察もCIV感染の診断に有用であることが示され

た．すなわち螢光抗体法はその特異性にもとづき他

のイリデッセントウイルスによる感染症と明確に判

別しうると考えられる．Ponsen（1967）はTipala

iridescent　virusに感染した琴似モンシロチョウ

Pieris　brassicae幼虫の血球細胞を螢光抗体法によっ

て観察し診断に有効であることを示し，また血球細胞

がウイルス感染の最初の標的細胞であることを明らか

にした．CIVにおいても血球における特異日光の発

現は早く，接種後1W目において観察されたが，血球

が最初の標的器財であるかどうかはいまのところ明言

しえない．

V．摘 要

　Ckilo圭ridescent　vi撒s（CIV）の訪viyoにおけ

る増殖：様式を定量的ならびに細胞病理学的に検：討し，

つぎのような結果が得られた．

　1．CIVをハチミツが幼虫に体腔内接種して経時

的に体液の感染価（一1◎gIDso）をしらべるとID50一

時聞曲線は減少期，上昇期，定常期の3相を明瞭に示

した．

　2．CIVを接種したハチミツが幼虫を高温に保護

した場合，30℃におけるID50一時間曲線は定型的で

あったが35℃では感染価の増加はみられなかった．

　3．CIVを接種したハチミツが幼虫の血球細胞に

は特異的に細胞質封入体が出現し，位相差顕微鏡およ

びギムザ染色によって観察すると，感染初期には円形

または楕円形を呈したが溝次発達して末期には細胞質

全域に拡散した．

　4．血球細胞の種類によるCW感受性の差異はみ

られず，すべての種類の壷球細胞に細胞質封入体の形

成が観察された．

　5　：分裂期の血球細胞には稀に封入体が形成され，

また2核細胞にも感染像が認められた．

　6．メチルグリ野晒ン・ピ帰馬ン染色を施すと細胞質

封入体は青緑色を呈し，アクリジンオレンジ染色によ

っては黄緑色の螢光を示した．これらの結果は封入体

におけるDNAの存在を示唆した．

　7．3H一チミジンを使用してCIV感染血球細胞の

オートラジオグラフィー一を行なったところ，感染初期

のcompactな封入体および発達した封入体部分に

一致して銀粒子の集積が認められ，封入体における

DNA合成が示唆された．

　8．封入体に一致して銀粒子の発現がみられ，早蒔

に学部勇にもそれの観察される細胞が存在した．した

がってウイルス感染の成立後宿主DNAの合成は必

ずしも擁舗されないものと考えられる．

　9．螢光抗体直接法によってCIV感染血球細胞を

しらべるとCIV特異螢光は細胞質封入体に一致して

観察され，核には感染の全過程を通じて特異螢光は見

られなかった．

　10．特異螢光を示す細胞の割合は漸増し，最終的に

はほとんどすべての細胞に螢光が認められた．

　11．感染後期～宋期において封入体は細胞質全体に

拡散し，その内部にはギムザ染色によって染まりにく

い部位が広く出現した．この部位は強い特異螢光を示

し，ウイルス粒子窪たはウイルス蛋白の集合したもの

であることが示唆された．

　12．以上の結果からCIV感染によって形成される

細胞質封入体はウイルス産生に直接貢献し，ウイルス

素材の合成の場として重要な意義をもつ1次封入体で

あることが明らかとなった．またこの封入体の発達段

階は綴体および細胞の感染段階の指標として，またイ

リデッセンスの発現とともにCIVによる病気の診断

に重要な意義をもつことが明らかとなった．
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