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 Inhibitory factor was induced by RTG-2 cell infected with IHN virus. This factor fulfilled the 

following biological and physicochemical properties. 

1) thermostability to heating at 56•Ž for 30 min. 2) acid stability to pH 2 at 4•Ž for 24 hr. 

3) nonsedimentation at 100,000•~g at 4•Ž for 2 hr. 4) nondialysis. 5) inactivation by trypsin treat

ment. 6) cell specific specificity in antiviral effect. 7) wide antiviral spectrum. 8) indirect viral 

inactivation. 

Three assays of interferon units were compared. The result indicated that dye uptake method 

was most sensitive assay, which was 2.1 times as sensitive as plaque reduction method and 2.6 times 

as sensitive as CPE method. Consequently, it was demonstrated that the factor was interferon.

 ウイルス感染 において,イ ンター フェロン(IF)は 抗

体 よ りは るか早期 に出現す る｡一 方,ワ クチ ン接 種によ

る体液性免疫効果はIFに よる抗 ウイルス作用の持続時

間 よ り長い｡そ こで,魚 類 ウイル ス性疾病 の予防対策を

考え る時,IFに よる抗 ウイル ス作用 と ワクチン接種に

よる免疫効果の併用は,現 在,理 論的域に とどまるが,

極めて興味深い ことと考え る｡し か し,魚 類 ウイルス性

疾病 の予防を この見地か ら指向 した研究は著者 らの知 る

限 りでは見当 らず,特 に魚類のIFに 関す る研究はDOR

SON et DE KINKELIN,1974, DE SENA and RIO,1975,

OIE and LOH,1971な どその基礎的研究の集積 さえ非 常

に少 ない状態 であ る｡

 著者 らは,RTG-2細 胞 においてIHNウ イルスが ウ

イルス抑制因子を誘発 し,そ の生物学的 および物理化学

的性状 によ りその因子はIFで あることを確認 した｡ま

た,IFの 力価 測定法 について 比較検討を 行 ったので こ

こに報告す る｡

材料および方法

 ウ イルス抑 制因子の誘発 ウイル ス抑制因子の誘発は

以下に よ り行 った｡培 養 開始時 の細胞密度が12～1.6×

105細 胞/mlのRTG-2細 胞浮遊液15 mlを20℃ に

6日 間培養 し,こ の細胞 にIHNウ イル スをM.O.I.で

0.3 I.U./細胞 になるよ うに接種 した｡接 種後,20℃ で

1時 間静 置 してからHANKS' BSSで 細胞単層 を2回 洗

い,EAGLEのMEMに ウシ胎児血清を10%含 む培地

(MEM-10)を 加 えた｡20℃ で72時 間培養後,培 地 を
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回収 し,5,000×gで20分 間遠心 し,上 清に適量 の塩酸

を加えてpH 2に 調整 した｡そ の後,4℃ で24時 間静

置 しIHNウ イル スを不活化 してか ら,適 量 の水酸化 ナ

トリウム飽和 水溶液 を加え,pH 7.4に 再調整 した｡4℃

で100,000×g 2時 間遠心 し,そ の上清の上2/3を ウイ

ルス抑制因子液 とした｡対 照はIHNウ イルスのかわ り

にHanks' BSSを 用 いて上記 と同様に行 って用意 した｡

 ウ イルス抑制因子の力価測定 ウイル ス抑制因子の力

価測定 はFINTER(1969)のdye uptake法 を改良 して

行 った｡力 価 測定 には,培 地1mlを 含む16×125mm

培養管 に単層 を形成 したRTG-2細 胞を用いた｡ウ イル

ス抑制 因子液 はMEM-5を もって100.2倍 階段(FINTER,

1969)に 希釈 し,1希 釈 当た り3本 の培養管を用意 し,

ウイル ス抑制因子希釈液を もって培地 と置換 した｡そ の

量は1本 の培養管当た り1 mlと した｡こ れを20℃ で

24時 間培養 後,HANKS'BSSで 細胞 単層 を2回 洗 って

か ら,約1,000 TCID50/mlのIPNウ イルス(VR-299

株)を 各培養 管に1mlず つ接種 した｡20℃ で約42時

間培養後,CPEが 細胞単層全域に お よんだ ことを確認

して,中 性赤 溶液(塩 化 ナ トリウムと中性赤をそれぞれ

0.85%,0.02%を 含む溶液)を 各培養管に0.4mlず つ

加 えた｡20℃ で1時 間作用 後,0.85%生 理食塩水で細

胞単層 を2回 洗 った後,0.1M NaH2PO4 (pH 4.3)と エ

チルアル コールの等量混合液を各培養管に3mlず つ加

え,細 胞に取 り込 まれた中性赤 を抽出 しこの抽 出液 の吸

光度を分光 光度計 を用 いて波長540mmで測定 した｡ウ

ィルス非感染 細胞 の対照(細 胞対照)は,ウ イルス抑制

因子希釈液 のかわ りにMEM-5と 置換 した培養管 に,

IPNウ ィルスを接種す るかわ りにMEM-10を 用 いて,

上記 ウイルス抑制因子の力価測定 と同様 に行 った｡ウ イ

ルス感染細胞の対照(ウ イルス対照)は,ウ イルス抑制

因子希釈液 のかわ りにMEM-5を 用 いて,上 記 ウイル

ス抑 制因子の力価測定 と同様に行 った｡

 ウイルス抑制因子の生物学 的お よび物理化学的性状試

験 は以下 に より,ま た因子 の力価測定はdye uptake法

に よって行 った｡

 56℃,30分 間 加熱処理 ウイルス抑制 困子液3mlを

16×125mm培 養管 に入れ,あ らか じめ56℃ に調節 し

た恒温槽 中で,最 初 の10分 は随時,残 りの20分 は5

分 ごとに攪拌 して加熱処理 した｡30分 間加熱処理後,直

ちに氷冷 して ウイル ス抑制 因子の力価測定 に供 した｡対

照 として,こ の間4℃ に保存 した ウイルス抑制 因子液 を

用いた｡

 4℃,24時 周, pH 2処 理 ウイル ス抑制因子液3ml

を16×125 mm培 養 管 に と り,12N塩 酸 でpH 2に 調

節 し,4℃ に 静 置 した｡24時 間後,水 酸 化 ナ ト リウ ム

飽 和 水 溶 液 でpH 7.5に 再 調 整 し,ウ イ ル ス 抑制 因 子 の

力 価 測 定 に供 した｡対 照 と して,こ の間4℃ に 保 存 し

た ウイ ル ス 抑制 因 子液 を用 い た｡

 4℃,100,000×g, 2時 間 遠 心 処 理 ウイ ル ス 抑 制 因 子

液 を4℃ で100,000×g, 2時 間 遠 心 し,上 清 の上2/3

を 分 離 し,ウ イ ル ス抑 制 因 子 の 力価 測 定 に 供 した｡対 照

に は,遠 心 処 理 前 の ウイ ル ス 抑 制 因 子 液 を 用 い た｡

 透 析 処 理1/15Mリ ン酸 緩 衝 液(pH 7.4,18℃)で

4℃,24時 間,透 析 膜(Seamless Cellulose Tubing,型:

27/32 Visking Company USA)を 用 い て 無 菌 的 に透 析

した ウイ ル ス 抑 制 因 子 液 を ウイ ル ス抑 制 因 子 の 力 価 測 定

に 供 した｡対 照 には,透 析 前 の ウイ ル ス抑 制 因 子 液 を 用

い た｡

 トリプ シ ン に よ る消 化 血 清 に よ る トリプ シ ン不活 化

を よ り少 な くす るた め,ウ イ ル ス 抑 制 因 子 液 をHANKS'

 BSSで2倍 に 希 釈 し,ト リプ シ ン(Type I. Approx.

10,000 BAEE units per mg protein, Sigma Chemical

 Company USA)液 を,ト リプ シ ンが最 終 濃 度 で0.4 mg/

mlと な る よ うに加 え,37℃ で1時 間 ご とに よ く攪拌 し

つ つ4時 間消 化 した｡消 化 後,ト リプ シ ンイ ン ヒ ビタ ー

(Lyophilized from Soy bean, Type I-S. Sigma Chem

ical Company USA)を 最 終 濃 度 で0.4 mg/mlと な る

よ うに加 え,ト リプ シ ンの消 化 を 止 め,ウ イ ル ス 抑制 因

子 の 力 価 測 定 に 供 した｡対 照 は ト リプ シ ン液 の か わ り

に,そ の溶 媒 で あ る二 回蒸 留 水 を 用 い て トリ プ シ ン消 化

操 作 と 同様 に して準 備 され た｡

 細 胞 種 特 異 性 ウイ ル ス抑 制 因 子 が,そ の抗 ウイ ル ス

作 用 の発 現 に お い て細 胞 種 特 異 性 を示 す か,ど うか を調

べ るた め,IPNウ イ ル ス に対 して感 受 性 を 示 し, CPE

を発 現 す るRTG-2, STE-137, BF-2, CHSE-214の4

種 魚 類 株 化 細 胞 を用 い て,ウ イル ス抑 制 因 子 の 力 価 測定

を行 っ た｡

 抗 ウ イル ス･ス ペ ク トル ウイ ル ス抑 制 因子 の 抗 ウイ

ル ス･ス ペ ク トルを 調 べ るた め,RTG-2細 胞 に 対 して

CPEを 発 現 す る 以下 の ウイ ル スを 攻 撃 ウィ ル ス と して

用 い,ウ イル ス抑 制 因 子 の 力 価 測 定 を 行 った｡IPNウ イ

ル ス(103TCID50/ml), IHNウ イル ス(106 TCID50/ml),

EVE(103 TCID50/ml)

 ウ イル ス抑 制 因子 液 と ウ ィル ス液 の混 合 ウイ ル ス 抑

制 因子 が ウイ ル ス を直 接 不 活 化 す る か,ど うか を 調 べ る

た め,ウ イル ス抑 制 因 子 液1 mlに ウイ ル ス 液0.1 mlを

加 え,4℃ に48時 間静 置 した 後,ウ イ ル ス 力 価 を 測 定
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した｡静 置時 に12時 間 ごと十分に攪拌 した｡な お,ウ

イルス液 にはIPNウ イル ス, IHNウ イルスお よびEVE

が用 い られた｡対 照は ウイルス抑制因子液のかわ りに,

MEM-10を 用 いて,上 記 と同様に行 った｡ウ イル スの

定量 には,マ イ クロタイター法 を用 い,BEHRENS-KAR-

BER法 でTCID50値 が算 出 され た｡

 イ ンター フェロンの力価測定法 の比較吟味は以下に し

た が って行 われた｡

 インターフェロン(IF)液 ウイルス抑制 因子の誘発

と同様 の方法 に よ り得た｡

 Dye uptake法 前述 した ウイルス抑 制因子の力価

測定法 に従 った｡

 ブ ラック減少法 直径50mmの 細胞犠 用 プラスチ

ックシャー レにRTG-2細 胞の単層形成を待ち,IF液 の

2倍 階段希 釈を もって1希 釈 当た り3枚 の シャー レの培

地 と置換 した｡置 換す るIF希 釈液 は シャーレ1枚 当た

り1mlと した｡20℃ で24時 間の培養後, IF希 釈液

を吸 い取 り,HANKS' BSSで 約100 pfu/0.2 mlに 調整

したIPNウ イル スを各 シャー レに0.2 mlず つ接種 し

た｡20℃ で1時 間培養後,ウ イルス液を吸い取 り,シ

ャー レ1枚 当た り5mlの 寒天重層液(1.0%寒 天含有)

を重層 した｡寒 天重層液が固化後,MEM-5を シャーレ

1枚 当た り3ml重 層 し,20℃ で48時 間培養 した｡ブ

ラ ック算定 は,培 養単層 を0.5%ク リスタルパイオ レッ

ト液 で染色 して行 った｡ブ ラック抑制 の基準 としてIF

希釈液 のかわ りにMEM-5を 用 いて,前 述 と同様に行

い培地対照 とした｡培 地対照 に対す る各IF希 釈 ごとの

平均値 の%ブ ラ ック数を求め,対 数確率紙 の横軸 にIF

希釈倍数を,縦 軸 に%ブ ラ ック数 を とって プロッ トし

50%ブ ラック減少点を示すIF液 の希釈倍数 をIF力

価す なわ ち50%Plaque reduction dose(PRD50)と し

た｡

 培 養管を用いたCPE阻 止法16×125mm培養管に

RTG-2細 胞 の単層形成を待ち, IF液 の2倍 階段希釈

を もって,1希 釈 当た り4本 の培養管 の培地 と置換 した｡

置換す るIF希 釈液は培養管1本 当た り1mlと した｡

20℃ で24時 間培養後, IF希 釈液 を除去 し, HANKS'

BSSで1回 細胞単層を洗い, HANKS'BSSで10～100TCID

50/mlに 調i整したIPNウ イル スを培養i管1本 当た

りlml接 種 した｡20℃ で1時 間培養後,ウ ィルス液

を除去 し,MEM-10を 各培養管 に3mlず つ加 えた｡

IF希 釈液 のかわ りにMEM-5を 用 いて,前 述 と同様 に

行 った ものを対照培養 と した｡対 照培養 の培養管全部 に

CPEが み られ る ようになる最短時 点でCPEの 判定を

行 い,培 養 管 の半 数 にCPEを 抑 制 す る こ との で きるIF

希釈 をREED-MUENCH法 で 算 出 し,そ のIF希 釈 の逆

数 をIF力 価 す な わ ち50%tissue culture inhibition

dose(lfD50)と した｡

 マ イ ク ロ プ レ ー トを用 い たCPE阻 止 法 培 養 管 を用

い たCPE阻 止 法 と 同様 に行 った｡す なわ ち, IF液 の

1希 釈 当 た リマ イ ク ロプ レー トの8穴 を 用 い た｡置 換 す

るIF希 釈 液 は1穴 当 た り0.1 mlと した｡攻 撃 に 用 い

たIPNウ イ ル ス は10～100 TCID50/0.05 mlに 調 整 後,

1穴 当 た り0.05mlを 接 種 した｡ IPNウ イ ル ス 液 を 除 い

た 後,MEM-10を 各 穴 に0.1 mlず つ加 え た｡

結    果

 RGT-2細 胞 にお けるIHNウ イル スの ウイル ス抑制

因子誘発能 実験 は3回 行 われたが,い ずれ の 場合 も

RTG-2細 胞にIHNウ イルスを接種 して得 られた ウイ

ルス抑制因子液の希釈倍数 が低 い培養管 においては明 ら

かにCPEの 阻止がみ られ,希 釈倍数 が高 くなるにつれ

てCPEの 阻止力が低 くなる ことを確認 できた｡吸 光度

とウイルス抑制因子液希釈倍数 の対数の グラフはFig.1

に示 す ように シグモイ ド曲線 とな り,中 性 赤摂取量 が

25%か ら75%の 範 囲での回帰直線の式はそれぞれ

Y=-0.113X十0.400

Fig. 1. Relationship between inhibition acti
vity (Dye uptake) and dilution of viral

 inhibitory factor induced by RTG-2 
cell infected with IHN virus.
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Y=-0.210X+0.645

Y=-0.45X+0.406

(X=希 釈倍数 の対数,Y=吸 光度)

 となった｡ま た,回 帰直線 の有意検定を行 った結果,

いずれの場合 も有意水準0.01で そ の回帰直線は有意 と

認 め られ た｡そ して,誘 発 され たウイルス抑制因子の力

価 は,そ れ ぞれ30DU50(50%dye uptake units)/ml,32

DU50/mlお よ34DU50/mlで あ った｡一 方,対 照で

は,い ずれ の場合 もCPEの 阻止がみ られ なか った｡本

実験 か らIHNウ イルスは, RTG-2細 胞 において ウイ

ルス抑制因子誘発能を有す ることがわかった｡

 ウイルス 抑制 因子 の 生物 学的 および 物理化学的性状

RTG-2細 胞においてIHNウ イルスに より誘発 され た

ウィルス抑制因子はTable 1に 示す諸性状 を有す る｡す

なわち,1)56℃,30分 間加熱処理 に対 してほぼ安定 で

あ る｡2)4｡C,24時 間, pH 2処 理 に対 して安定 である｡

3)100,000×g,2時 間に対 して不沈 降性 であ り,抗 ウイ

ルス性 と して ウイルス粒子は関与 していない｡4)非 透

析性であ る｡5) トリプシン消化に より不活化 し,そ の

活性は蛋 白質その ものか,活 性本体 が蛋 白質 に付随 して

い る｡6)抗 ウイルス作用において細胞種特異性 をもっ

てい る｡

 抗 ウイルス･ス ペ ク トルについて調べた結果,IPNウ

イルスを用いた場 合,26DU50/mlを 示 した ウイルス抑制

因子がEVEを 用 いた場 合には8DU50/mlで あ り,IPN

Table 1. Biological and physicochemical pro

perties of viral inhibitory factor in
duced by RTG-2 cell infected with 

IHN virus

ウイ ル ス を用 い た 場 合 に24DU50/mlを 示 した ウイ ル

ス 抑制 因 子 がIHNウ イル ス の場 合 には10DU50/mlで

あ った｡こ の 結 果 か ら,ウ イ ル ス 抑 制 因 子 はRTG-2細

胞 に 対 して,程 度 の差 は あれ,IPNウ イ ル ス だ け で な

く,EVE, IHNウ ィ ル ス に対 す る阻 止 力 も付 与 した｡ま

た,ウ イル ス抑 制 因子 液 と ウイ ル ス液 との 混 合 の 結 果,

IPNウ イ ル ス に つ い て は 対照 が103.8TCID50/ml,ウ イ

ル ス 抑 制 因 子 と の混 合 後,そ の 力 価 は103.6TCID50/mlで

あ り,IHNウ イ ル ス につ い て は対 照 が102.8TCID50/ml,

ウイル ス抑 制 因 子 と の混 合 後,そ の力価 は102.8TCID50/

ml,ま た, EVEに つ い て は 対 照 が102.6TCID50/mlに

対 して ウイ ル ス抑 制 因子 との混 合 後,そ の 力 価 は102.8

TCID50/mlで あ った｡す なわ ち,ウ ィ ル ス 抑 制 因 子 は

IPNウ イ ル ス, IHNウ イ ル ス お よびEVEを 直 接 不 活

化 す る こ とは な か った｡以 上 の 諸 結果 か ら,ウ イル ス抑

制 因 子 は イ ソタ ー フ ェ ロ ン(IF)で あ る こ との 条 件 を充

足 して い る こ とが 明 らか に な っ た｡上 記 と同一 のIF液

を用 い て,そ れ ぞれ 異 な るIF力 価 測 定 法 に よ って 得 ら

れ たIF力 価 は 以 下 の よ うに 示 され る｡

 Dye uptake法 に よるIF力 価は34DU50/mlで あ っ

た｡ブ ラ ッ ク減 少 法 に よ る場 合Table 2に 示 した よ うに

な り,Fig. 2よ りIF力 価は16PRD50/mlと な った｡

培 養 管 を用 い たCPE阻 止 法 に よ る場 合, IPNウ イ ル

ス接 種43時 間後 に対 照 培 養 の100%にCPEの 発 現

が み られ,IF力 価13IfD50/ml,ま た,マ イ ク ロプ

レー ト法 に よ る場 合,8 IfD50/0.1 mJで あ った｡

Table 2. Plaque number per dish, average 

and percent plaque number expres

sed as plaque number in diluted  IF/

plaque number in medium control

•~100 in the relationship between IF 

dilution and interferon activity of IF 

induced by RTG-2 cell infected with 

IHN virus
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Fig. 2. Relationship between IF dilution and 

percent plaque number expressed as 

plaque number in diluted IF/plaque 

number in medium control•~100 in

 interferon activity of IF induced by

 RTG-2 cell infected with IHN virus.

•l•@Ž@

 ウイル ス抑制 因子 の産生 において,回 収 した ウイルス

抑 制因子液中には誘発 ウイルス(IHNウ ィルス)が 感染

性 ウイル スと して残存 して お り,適 当な方法 に よりそれ

を不活化あ るいは除去す る必要が あった｡一 般 に,ウ イ

ルスに よって誘発 され るIFで は, pH 2に よる処理で

失 活はみ られない｡ニ ューキ ャッスル病 ウイル スの完全

な不活化を行 うためには,pH 2で 数 日間 の処理 を行 う

必要のあ ること(北 村,1976)お よびIPNウ イル スは,

著 者 らの研究結果では48時 間のpH 2処 理 で も完全な

不活化は不可能であ った ことと比較す るとIHNウ ィル

スはpH 2の 処理 に よ り,非 常に容易に不活化 され るこ

とがわか る｡著 者 らは4℃, pH 2の24時 間処理 でIHN

ウイルスを 不 活化 した後,100,000×gの 遠心で夾 雑物

質 を除去 する方 法を とった｡

 RTG-2細 胞に おいてIHNウ イルスに よ り誘発 され

た ウイル ス抑制因子 の力価 は30,32, 34DU50/mlで,ウ

イルス抑 制因子の誘発 および力価測定は安定 した もので

あ った｡

 OIE and LOH(1971)はFHM細 胞において レオウイ

ルス･タ イ プ2で40～50 units/mlのIFを 誘発 させ

た｡ま た,DE SENA and RIO(1975)はRTG-2細 胞にお

いて,IPNウ イル スによるIFを 誘発 し,そ れ を精製 し

て103～104units/mlの 力価のIFを 得た｡ DORSON et

DE KINKELIN(1974)は ニジマスを用 いてEgtved病(ウ

イルス性 出血性敗血症)ウ イルスを接種 し,血 清中に最

高3,000 units/ml以 上 の力価のIFを 誘 発 させてい る｡

哺乳動物 の中で もマウスや他の齧 歯類はIFを 良 く産 生

す る｡YOUNGER et al.(1966)は 高力価IF産 生細胞 と

して よく知 られて いるマ ウスL細 胞 お よびマ ウスにお

い て,ニ ューキ ャッスル病 ウイルスに よ りそれぞれ4,000

および104 unitsのIFを 収獲 している｡以 上 の ように,

これ ら得 られたIF力 価 の数値か ら判断す る と本実験 で

得 られたの力価は低い ように見受 け られ がちである｡し

か し,異 な る動物種か ら得 られ るIFを 測定す る系 の感

度を相互に比較す ることは困難 であるので,一 つ の動物

種か ら得たIFの 力価が他の種 か ら得たIFと 同 じ,ま

たは等価であ ると想定す るこ とには危険 がある｡ま た,

同 じ動物種か ら得 られるIFの 測定 においても,研 究者

に よ りそれぞれ異な った方法を工夫,考 案 して用 いて お

り,感 度が異な るのが実情 であ り著 しい場合 には,数 百

倍 も異な るものを同 じ1単 位 として表現 された ことか ら

ヒ ト,マ ゥス,ニ ワ トリ,ウ サ ギな どでは国際標準IF

が調整,利 用 されるに至 った(飯 塚･鈴 木,1974) .し

か し,魚 類の場合にはそ こまでに至 って いない｡

 抗 ウイル ス性因子がIFで あるとす るにはい くつか の

生物学的な らびに物理化学的性質 を満足 しなければ なら

ない｡RYTEL et al.(1966), OIE and LOH(1971)の 報文

な らびに松 山(1972),な どはIFIの 判定に触れてい る

が,こ れ らを検討 した結果,著 者 らは ウイルス抑制因子

が以下の性状を示 す とき,IFと 判定 できる と判 断 した｡

 1.56℃,30分 間加熱処理に対 して安定であ る｡

 2.4℃,24時 間, pH 2処 理 に対 して安定 である｡

 3.4℃,100,000×g,2時 間遠心処理 に対 して沈降 し

ない｡

 4.非 透析性 である｡

 5.ト リプシ処理に よ り不活化する｡

 6.抗 ウイル ス作用において細胞種 特異性 を もつ｡

 7.幅 広い抗 ウイルス･ス ペ ク トルを もつ｡

 8.ウ イルスを直接不活化 しない｡

 ただ し,エ ン ドトキ シン誘発IFは ウイルス誘発IF

よ り56℃ およびpH 2に 対 して不安定 であ り,上 記 の

判定基準は ウイルス誘発抗 ウイルス因子 についてのみ適

用 され る｡本 実験 において得 られ た ウイルス抑制 因子 は

上記 の判定 基準を 満足 してい るため,IFで あると断定

で きた｡

 細胞種特異性 について,系 統的 に離れ た トリの ウイル
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ス とヒ トの細胞,ま たそ の逆 あるいは トリの ウイル スと

マ ウスの細胞またはそ の逆 などの関係 では,明 らかに種

特 異性が認 め られるが,近 縁種 の場合 には交差性のみ ら

れ る例がMOEHRING and STINEBRING(1970)に よって

報 告 されてい る｡し たがって,厳 密 な種特異性が成 り立

たなければIFで はないとい うことはない と考え られ る｡

本 実験 において も,IFの 性状 である抗 ウイルス 作用 に

おけ る細胞種特異性は満たされ たと判 断できる｡

 力価測定法の比較において,CPE阻 止法 の場 合, IPN

ウイルス接種後の時間の経過 に したが いIF力 価 は低 く

な ってい くことがわか る｡し たがって,ウ イルス接種後,

CPEの 観察を いつ行 うかが 重要 な問題 となる｡ま た,

CPE阻 止法 には, CPEの 観察 を主観 にた よるとい う欠

点があ るものの,マ イ クロプ レー トを用 いると,細 胞,

試料お よび希釈用液な どが少量 で よいこと,一 度 に多 く

の試料を処理で きることな どの利点が ある｡

 プラ ック法では,プ ラック数 を計数す るとい う比較的

客観性の高い判定がで き,再 現性 においてもす ぐれ てい

るとい う(飯 塚･鈴 木1974).こ の点では,dye uptake

法 も分光光度計で色素量を測定 する とい う客観性 の高 い

方法 であるといえる｡Dye uptake法,プ ラ ック減少法,

培養管を用いたCPE阻 止法 の感度を比較す ると, dye

 uptake法 は プラ ック減少法 の2.1倍, CPE阻 止法の2.6

倍 の感度 をもち,dye uptake法 が最 も感度 が よく,プ

ラ ック減少法 とCPE阻 止法 は同程度 の感度 を示す こと

がわか った｡た だ し,CPE阻 止法の値はIPNウ イルス

接種43時 間後 の測定結果であ る｡FINTER(1969)に よ

れば,マ ウスのIFを 用 いた場合, dye uptake法 は,

プ ラック減少法 の25倍,CPE阻 止法 の1 .6倍 の感度

であった とい う｡

 マイ クロプ レー トを用いたCPE阻 止法では, IPNウ

イルス接種48時 間後,8IFD50/0.1 mlで あ ったが,こ

れを80IFD50/mlと 換算す ることには問題があ る｡ IFの

作用 につ いては,飯 塚･鈴 木(1974)に よれば,濃 度依

存 とい う説 と絶対量(濃 度 ×液量)に 依存する とい う説

が あ り,こ の種の換算には注意する必要がある｡

 本実験 で比較 した3方 法の他に もIF力 価 の測定 があ

るが,い ずれ の方法で もIFの 力価 はIFが もつ生物活

性を指標 と して測定す る一種の間接 的定量法 に よって測

定 されて お り,今 後,IFを 直接定量す る方法の 開発が

望 まれ る｡

要 約

 RTG-2細 胞に おいて, IHNウ イルス は魚類 ウイルス

抑制 因子を誘発 した｡こ の因子は以下 の生物学 的お よび

物理 化学的性状を示 し,イ ンターフ ェロンである ことが

わか った｡

 1)56℃,30分 間加熱処理に 対 して 安定 である｡2)

 4℃,24時 間, pH 2処 理 に対 して安定であ る｡3) 4℃ ,

100,000 ×g, 2時 間遠 心処理 で沈降 しない｡4)非 透 析性

であ る｡5)ト リプシンによ り不活化す る｡6)抗 ウイル

ス作 用において細胞種特異性を もつ｡7)幅 広 い抗 ウイ

ル ス･ス ペ ク トルを もつ｡8)ウ イルスを直接 不活 化 し

ない｡

 ここで得 られた イ ンターフ ェロンを用 いてイ ンターフ

ェ ロン力価 の測定法を検討 した結果,dye uptake法 は

プラ ック減少法の2.1倍,培 養管 を用 いたCPE阻 止法

の2.6倍 の感 度を示 し,こ れ らの 方法 の 中 では,dye

 uptake法 が最 も高 いイ ンター フェロン力価 測定感度を

示 した｡
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