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I.緒 言

ウイルス学の発展にはウイルス精製分離の改良進

歩が大なる役割を果して来た.動 物 ウイルスの精製

分離はメチルアルコール法13),プ ロタミン沈澱法42),

濾過管通過法及び分画遠沈法35)等により,或 る種の

ウイルスでは精製可能なる事が報 じられ,就 中イン

フルエンザウイルスや牛痘ウイルスでは比較的精製

され易い特性を有するも動物ウイルス全体としては

植物ウイルスに比し甚だ精製分離が困難の様である.

その精製度の標準も定め難かつたが, Palade34)に

よ り超 遠 沈PelletのUltrathin sectioning technic

が物 理 的 裏 付 け とな つ た た め,そ の 後 の 動物 ウイル

ス分 離 に は一般 に 分画 遠 沈 法 が 用 い られ て来 た.腫

瘍 ウ イル スで はMoloney31)は プ ロ タ ミン沈 澱法 及

び分 画 超 遠 沈 法 を用 い, Crawford5)は ニ ワ トリ胎 児

よ り得 た 線 維 芽 細 胞 の 組 織 培 養 にRous Sarcoma

 Virusを 感 染 させ,そ の培 養 液 中 に 放 出 したRous

肉 腫 ウイ ル ス をRubindium chloride連 続 密 度 勾 配

遠 沈 法 で精 製 した.又Epsteinら11)に よ りFluo

rocarbon処 理 法 が 報 告 され て い る.抗 ウイル ス血 清

を 作 るた め に腫 瘍 ウ イル スの 精 製分 離 を行 な つ た も
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のではShope乳 嘴腫についてはKidd22)が 濾過管

通過法で, Mellors30)が超遠沈法で,又Polyomaウ

イルスについてはMalmgren 26)が 凍結融解 に より,

 LeviaEhal24)が 濾過管通過法 により, Rous肉 腫 ウ

イルスについてはVogt41)が 分画超遠沈法. Mellors29)

が ホモジネイ トにより抗血清を得 ている.私 はC58

マ ウス白血病 ウイルスの組織培養又は他種動物への

感染が不能であったため,そ の精製分離に特に力を

注いだ.即 ち従来よ く用いられた濾過管通過法及び

分画遠沈法の他に, Gessler14)ら に よ り始 め られ,

 Epstein10) 11) 12)に よ り電顕的に,又Hamparian17),

 Hummler19) 40), Stanley37)ら に より免疫学的 にウイ

ルスの精製分離効果が証明されているFluorocarbon

処理法をも用いて抗原を作製し,そ れぞれの抗原に

つき免疫学的方法即ち螢光抗体法,電 顕的観察,物

理化学的方法,生 物活性及び文献的考察を行ない,

何れが抗血清を得るため,最 も優れた方法であるか

を比較検討した.

II.実 験 材 料 及 び 実 験 方 法

実 験 材 料Texas大 学 由来 のC58系 自然 発 生 リン

パ 性 白血 病 マ ウス並 び に教 室 で継 代移 植 中 の 白血 病

株OHS-LL, No. 1(リ ンパ 性), OHS-ML, No. 1及

びNo. 2(骨 髄 性)の マ ウス及 び対 照 と してC58系

成 熟正 常 マ ウス(生 後3ケ 月 以 内)を 使 用 し,脾,

リンパ 節,肝 を 摘 出 して 各 々を抗 原 の 作 製 に 供 し

た.

実験 方 法

Aウ イル ス 抗 原 の 精 製

1)濾 過管 通 過 法(第I図)上 記 材 料 各3gに

0.85%食 塩 水30m1を 加 え ホ モ ジ ナ イザ ー にて

24000rpm 30分 間 ホ モ ジナ イ ズ し,そ の乳 剤 につ き

3000rpm 20分 間 の 遠 沈 を2回 反 復 し,そ の 上 清 を

Berkefeld N又 はChamberland L3を 用 い て濾 過 し,

そ の濾 液 を抗 原 液 と した.な お上 記 の 操 作 は0° ～

4℃ に 於 い て 行 な つ た.

2)超 遠 沈 分 画法(第2図)上 記 濾 過 管 通 過 法

に て作 製 せ るの と 同様 の乳 剤 を3000rpm 20分 間 遠

沈 し,そ の上 清 を10000rpm 20分 間 遠 沈 し,上 清 を

取 り, 40000rpm 20分 間 超遠 沈 し,沈 渣 を0.85%食

塩 水 に浮 遊 させ それ を 抗 原 液 と した.

3) Fluorocarbon処 理 法(第3図)

上 記 同 材 料3g燐 酸 緩 衝 液(PH 7.2) 15mlと

Fluorocarbon 7.5ml (CF2-C C12 F,大 阪 金 属 製Di

flon Solvent S3)を ホ モ ジナ イザ ー にて24000 rpm

第1図　 濾 過 管 通 過 法

20分 間ホモジナイズし,そ の乳剤を1500rpm 5分

間遠沈し,そ の上清を保存 して置ぎ,沈 渣を取 り,

それに燐酸緩衝液10mlとFluorocarbon 5mlを 加

え,再 び24000rpm 20分 間ホモジナイズ及び1500

rpm 5分 間遠沈を行ない上清を得た.次 に2回 の遠

沈の上清を合わせ,そ れにFluorocarbon 10mlを 加え

て24000rpm 2分 間ホモジナイズすると白い泡沫様

乳剤 となつた.こ れを1500rpm 5分 間遠沈すると

やや褐色を帯びた上清液と同色の膠状のFluorocar

bon層 とに分れた.こ の上清をとって同 じ操作を反

復すると得 られた上清は次第に脱色して5回 の操作

の後には全 く清澄あるいは帯白色液となり,こ れを
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第3図　 Fluorocarbon処 理 法

ウイル ス抗 原 液 と した.

B.螢 光抗 体 法

1)抗 血 清 の 作 製

各抗 原 液 のNitrogen量 をMicrokjeldahl法 に て

定 量 し,約3mg N量 を6mlと な る様 に 稀釈 し,

 Arlacel A (Atlas power Co, Wilmington, Delaware)

 1mlと 流 動 パ ラフ ィ ン5mlの 中 へ 数 滴宛,滴 下

して 根 気 よ く撹 拌 しincomplete adjuvantを 作製 し

た. Fluoracarbon処 理 液 はNitrogen含 量 が0.2mg

N/ml以 下 で あ り, Microkjeldahl法 で は 測定 不 能 で

あ つ た が,や は り6mlを 用 い てAdjuvantを 作 製

した.上 記Adjuvantを 家 兎 背 筋 内 に1週 間 隔 で3

回 注 射 し, 4週 後 補 体結 合 反 応(Kalmer変 法 に よ

る)titerが80倍 以 上 の 際 は全 採 血 を 行 なつ た.抗

体 価 が不 足 す る場 合 は抗 原 液1mlの 静 注 を3～5

日間 継続 し,1週 後 に再 測 定 した.

2)抗 体globulinの 螢 光 標 識(第4図)

半 飽 和 硫 安 沈 降 法 でglobulin分 画 を 塩 析 し,セ ロ

フ ァン膜 に 入 れ て 硫 安 を透 析 した. 0.85% NaClに

て48時 間 透 析 す る と(食 塩 水 を3回 交 換)透 析 液 中

にSO4--は 証 明 で き な くな つ た.得 られ たglobu

lin溶 液 の 蛋 白 量 をBiuret反 応 で 定 量 し1.5%に

第4図　 抗血清の螢光標識

稀 釈 した.こ れ に0.5M炭 酸 重 炭酸 緩 衝 液 を1/9容

加 えpHを9.0～9.2に 補正 した後Fluoreacein　 iso

thiocyanate(BBL製)を 蛋 白40mg当 り1mg加

えMagnetic　 Stirrerで6時 間 撹 拌 した.次 い で 再

び セ ロ フ ァ ン膜 に入 れ て1/100M燐 酸 緩 衝 食 塩 水

pH 7.2に よ り透 析 した.透 析 液 を2回 交 換 して24

時 間透 析 後12,000rpmに て20分 間遠 沈 し,上 清 を

DEAE Celluloseを1.5cmつ め た径10mmのcolu

mnに 通 した.得 られ た 螢 光抗 体 液 の 一 部 を 再 び

Biuret法 で 蛋 白量 を測 定 し,又490mμ に於 け る吸

光 度 のOptical densityに よ りFluorescein濃 度 を測

定 し,両 者 よ り 色 素対 蛋 白濃 度 比(F/P ratio)を 求

め た.各 螢 光 抗 体 のF/P ratioは1.4よ り3.9の

範 囲 で あ つ た.

3)非 特 異 反 応 因 子 の 吸着

螢 光 抗 体 の 蛋 白 量 を1.2%に 補 正 した 後Canna4)

に 従 つ て 作 製 し た マ ウ ス 肝 粉 を グ ロブ リン 溶 液

1ml当 り100mg加 え,室 温 に て1時 間撹 拌 しな

が ら吸 着 し, 12,000rpm 20分 遠 沈 後上 清 を と り,再

び マ ウス肝 粉 を加 え て 反復 し,計3度 の 吸着 を 行 な

つ た.

4)直 接 法 の実 施

イ)標 本 作 製

組 織 を 採 取 後 直 ち に-70°Cのdryice-Aoetonで

凍結 し, Cryostat内 に て-18°C前 後 の 温 度 で 厚 さ

4μ の 切片 を 作製 し,室 温 乾 燥 後 冷 却Acetonで15

分 間 固定 した.ス タ ンプ 標 本 は乾 燥 後直 ち に固 定 し

た.
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ロ)染 色

Coons及 びBaplan3)の 原法通 り標本をpH 7 .0

の燐酸緩衝液に10分 間浸漬 し,乾 燥 した後,螢 光抗

体を滴下し,室 温湿潤室内にて30分 間染色 した.洗

滌は緩衝液を交換 しながら10分 間以上行ない,緩 衝

グ リセ リンで封入0℃ ～4℃ に保存した.

5)螢 光顕微鏡装置

励起光源はOSRAM HBO200高 圧水銀燈又は千代

田高輝度水銀燈HL 250を 用 いた.フ ィルター構

成はBV励 起法では光源フィルターにBG 12又 は

千代田BVフ ィルターを,接 眼フィルターにはOG5

又 は千代田Yフ ィルターを使用 した.又UV励 起

法ではそれぞれUV励 起系の フィルターを使用 し

た.尚 油浸レンズ使用 に際 して は流動パ ラフィン

(Merk製)を 使用し,写 真撮影にはSuper Anaco

chrome ASA 200を 用 い, 100倍 拡大 で約20秒,

 1000倍 では約10～15分 間の露出を行なつた.

6)特 異螢光の判定

原則としてblocking testに よつた.即 ち非螢光

標識血清を滴下 して30分 間反応 させた後,螢 光抗体

で染色するもので理論的に特異反応が起 らない筈で

ある.又 マウス肝粉で吸着できない非特異染色を知

るため,対 照抗原として正常マウス各組織を染色 し,

更 に抗体の成分による非 ウイルス性蛋白の反応を知

るため,正 常家兎螢光標識グロブ リン及び抗正常組

織螢光抗体を用いて染色 した.

7)組 織細胞学的観察

前述の凍結切片標本に対 して予め連続切片を保存

しておき, Hematoailin-Eosin染 色, May-Giemea染

色 により,組 織学的細胞学的検索を行なつた.又 連

続切片標本で判定不可能の場合は螢光抗体法の標本

を緩衝液で充分洗い,然 る後メタノール固定を行な

い上記組織学的染色を施 し観察した.

III:.実 験 成 績

A螢 光抗体法直接法による特異螢光

1)螢 光抗体及び標本の種類

C58自 然発生白血病の各ウイルス材料に対する螢

光抗体を抗原精製法により分け,濾 過管通過法(L-

1と 略す)分 画遠沈法(L-2) Fluorocarbon処 理法

(L-3)の3種 とし,骨 髄性白血病の変異株ウイル

ス材料に対するものを同様に濾過管通過法(M-1)

分画遠沈法(M-2) Fluorocarbon処 理法(M-3)の

3種 とした.対 照抗体としては正常C58マ ウスから

の材料に対する抗体を同様にN-1, N-2, N-3の

3種 として,他 に正常家兎グロブリン(N-0)も 用

いた.染 色標本は上記抗原採取材料 と同様の各マウ

ス及び正常C58マ ウスの リンパ節,脾,肝,骨 髄,

腎,肺 及び脳の凍結切片又はスタンプ標本である.

2)非 特異螢光

N-0に よ り染色 した際の螢光及び各螢光抗体の

blocking testに よ る標本の螢光 を免疫反応によら

ない非特異的な染色 と考えた.そ れは次の如きもの

であつた.

a)細 胞 間隙には非常に淡いび漫性黄緑色螢光を

認め,細 胞質は全 く無螢光であつた.

b)結 合織は細胞間隙よりも更 に弱いび漫性螢光

を示 した.

c)血 管内皮細胞の胞体は強黄緑色を呈 した.

d)顆 粒球の一部のものは胞体 に淡いび漫性の螢

光を認め,又 他の一部のものには球形粗大の等大の

強黄緑色顆粒が充満するのがみられた.細 胞学的に

は前者は好中球,後 者は好酸球であつた.

3)特 異螢光

両株白血病マウス及び正常マウス組織における直

接法の特異螢光を表1に 示した.

a)濾 過管通過ウイルス抗原に対する螢光抗体

リンパ性白血病株マウスの各組織をL-1で 染色

すると白血病細胞胞体及び細胞間隙にび漫性の強い

特異螢光が認められ,核 内には螢光 を認 めなかつ

た.先 ず リンパ節に於ける螢光が最 も強 く,脾,骨

髄の螢光がこれに次いだ.脾 では結合織細胞,細 網

細胞に強い螢光を認め,骨 髄では顆粒球系細胞胞体

にも中等度の螢光がみられた.一 方肝では肝細胞胞

体及び結合織には弱いび漫性螢光がみられ,腎 に於

いても糸球体,尿 細管上皮に弱い特異螢光がみられ,

肺,脳 ではかかる螢光は殆んど認められておらず,

何れの臓器に於いても白血病細胞胞体の螢光が特異

的であつた.(写 真1)

変異株骨髄性白血病マウスの各臓器をM-1で 染色

すると白血病細胞胞体及び細胞間隙に強いび漫性螢

光がみられ,核 内には螢光はみられなかつた.脾 に

おける螢光が最も強 く,骨 髄,リ ンパ節がこれに次

ぎ骨髄の成熟顆粒球に中等度の,リ ンパ節のリンパ

球には弱いび漫性螢光を胞体内に認めた.他 臓器に

おける螢光は リンパ性白血病マウスに対するL-1の

染色結果と同様であつた.

正常C58マ ウスの各臓器をL-1, M-1又 はN-1で

染色した結果は何れも殆んど差異がなく,骨 髄では

顆粒球に,脾 ではリンパ球,結 合織に,又 肝細胞,



螢光抗体法によるマウス白血病ウイルスの研究 687

第1表　 螢 光 抗 体 法 直 接 法 に よ る 特 異 螢 光

註.組 織 の特 異螢 光 を〓+±-の7段 階 とす る

LはC58リ ンパ 性 白血 病 マ ウス, Mは 変 異 株骨 髄 性 白血 病 マ ウス, NはC58正 常 マ ウ ス

L-1, M-1, N-1… … … 濾 過 管 通 過 ウイ ル ス抗 原 に 対 す る螢 光 抗 体

L-2, M-2, N-2… … … 分 画 遠 沈 ウ イ ル ス抗 原 に 対 す る螢 光 抗 体

L-3, M-3, N-3… … …Fluorocarbon処 理 ウ イル ス抗 原 に対 す る螢 光 抗 体

N-0… … … … … …… … 正 常 家 兎 血 清 に螢 光 標 識 せ る もの

腎上皮細胞,肺 胞上皮細胞等の胞体内にぴ漫性の弱

い特異螢光が認められた.

対照血清N-0で 染色 した際は何れの臓器におい

ても非特異螢光がみられた.(写 真2)

リンパ性白血病株マウスの組織 をM-1で 染色す

ると白血病細胞胞体及び細胞間隙に中等度のび漫性

螢光がみられ, N-1で 染色した場合にはかかる螢光

はみられず,白 血病細胞以外の細胞の螢光は共に正

常マウスにおけるM-1, N-1の 染色結果 と等 しか

つた.

変異株骨髄性白血病マウスの組織をL-1で 染 色す

ると白血病細胞及び細胞間隙の螢光は骨髄で最 も強

く殆んどM-1に よる染色結果 に匹敵 し他臓器では

N-1に よる染色結果と同様に顆粒球系細胞に微弱な

び漫性螢光を認めたにすぎなかつた.

b)分 画遠沈ウィルス抗原に対する螢光抗体

リンパ性白血病株マウス組織をL-2, M-2で,又

変異株骨髄性白血病マウス組織をM-2, L-2で 染色

した結果それぞれの白血病細胞及び細胞間隙に強い

び漫性螢光が出現 したが何れもL-1, M-1を 用 いた

際の螢光に比 し弱かつた.白 血病細胞以外の細胞及

びN-2で 染色 した標本に於いてはそれぞれをL-1,

 M-1, N-1で 染色せる際の特異螢光と類似せるもや

や弱い特異螢光が認められた.

c) Fluorocarbon処 理 ウィル ス抗原に対する螢光

抗体

リンパ性白血病株マウス組織をL-3で 染 色する

とL-1, L-2に よる染色でみられた如 きび漫性螢光

は非常に弱 くなり,白 血病細胞胞体と細胞間隙に弱

いび漫性螢光を混えた粒子状の強い特異螢光が認め
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られた.(写 真3)こ の特異螢光は リンパ節におい

て最 も多 く脾,骨 髄,肝 がこれに次ぎ,他 の臓器で

はみられなかつた.同 一マウス組織 をM-3で 染色

すると自血病細胞胞体の特異螢光は微弱であり,細

胞間隙には処々粒子状螢光を混えた弱いび漫性螢光

がみられた.変 異株骨髄性白血病マウス組織をM-3

で染色すると上記 リンパ性白血病細胞に於けると同

様に白血病細胞胞体の螢光はM-1, M-2に よるもの

に比 して著しく減弱し,弱 いび漫性螢光と一部の細

胞では粒子状螢光が混在し,細 胞間隙には弱いび漫

性螢光の中に稀に粒子状形態が認められた.(写 真

4)同 一マウス組織をL-3で 染色 すると細胞間隙

に稀に弱い粒子状螢光が判別できたが,び 漫性螢光

は弱 くN-3に よる染色標本と異らなかつた.

正常マウス各組織 をL-3, M-3, N-3で 染色する

と何れの標本に於いても細胞間隙に微弱なび漫性螢

光がみ られたが,細 胞内には特異螢光は認められな

かつた.

4)小 括

C58マ ウスの リンパ性及び骨髄性白血病組織 を各

々の白血病組織の濾過管通過抗原及び分画遠沈抗原

に対する螢光抗体で染色した結果,白 血病細胞胞体

及び細胞間隙に強いび漫性特異螢光がみられた.こ

れに対 しFluorocarbon処 理抗原 に対する螢光抗体

で染色すると上記び漫性螢光は非常に弱 くなり,細

胞間隙及び一部の白血病細胞胞体に粒子状特異螢光

がみられた.こ の粒子状特異螢光は各白血病組織と

それに対応する螢光抗体の間で強 く出現 し,リ ンパ

性白血病組織と抗骨髄性白血病抗体又は骨髄性白血

病組織と抗 リンパ性白血病抗体の間では特異螢光は

減弱 した.

B. Fluorocarbon処 理液の物理化学的組成に関

する検討及びウイルス活性の吟味

1)電 子顕微鏡による検討

C58マ ウス自然発生 リンパ性白血病の臓器のFlu

orocarbon処 理液の一部を採 り, Shadowing法 に よ

り電顕的観察を行つた.そ の結果直径70～90mμ の

球形又は楕円形の等大のウイルス粒子が多数認めら

れた.(写 真5)

2)紫 外線吸光度よりみたFluorocarbon処 理 液の

化学的組成

両株白血病マウスのリンパ節,脾,肝 又は正常マ

ウスの脾,肝 の各々3gよ りFluorocarbon処 理液

を作製 し,紫 外線吸光度測定, Orcin Hcl反 応(Bial

試 験)及 びDiphenylamin反 応を行つた.

Beckman光 電比色計にて両株白血病 マウス及び

正常マウスのFluorocarbon処 理液 の紫外線吸光度

をみると260mμ 附近で極大, 230mμ 附近で極小の

吸収曲線を示し核酸様物質の含有 されている事が判

明した.

Orcin Hcl反 応(Bial試 験)に おいては三者共緑

色を呈し, RNAの 含有される事が 判明したが,両

株白血病マウスの方が正常マウスより,よ り多量の

RNAが 含有せる結果を示 した.尚 両株 白血病マウ

ス間にはその発色において差を認め得なかつた.

Diphenylamin反 応において三者共発色せず,三

者ともDNAは ほ とんど含有 していない事 が判明

した.

3)ウ ィルス活性の吟味

C58マ ウス自然発生 リンパ性白血病 の リンパ節,

肝,脾 のFluorocarbon処 理液 をC58新 生 児マウス

(生後24時 間以内のもの)の 腹腔内に接種後4ケ 月

間の観察にて6匹 中3匹 リンパ性白血病の発生を認

め,対 照の無処置マウスでは発症 はみ られ なかつ

た.

4)小 括

C58マ ウス白血病組織のFluorocarbon処 理液の組

成に関する検討において,先 づ電顕による粒子の形

態は直径70～90mμ で あつた.紫 外線吸光度の測

定では核酸物質特有の吸収曲線を描 き,且 つRNA

反応が著明であつた.更 にFluorocarbon処 理 液に

よる発症実験において6匹 中3匹 に白血病を発症せ

しめた.

c.螢 光抗体法染色手技の改良とその結果

教室小塚による直接法改良法を行つた.即 ち螢光

抗体を1.0%蛋 白量に調整 し,こ の1ml当 り300mg

の生 のマウス肝,脾,腎 の蛋白(ホ モジネー トのアセ

トン沈降蛋白を洗滌せるもの)を 加え, 0°～4℃ に

て12時 間吸着を行い然る後,更 にマウス肝粉100mg

を加 えて12時 間の吸着を反復し, 12,000rpm 20分

の遠沈上清を用いた.切 片標 本の固定 はAceton

fluorocarbon等 量混合液を0℃ として15分 間固定

し,染 色は湿潤室内0°～4℃ にて6～12時 間行つ

た.後 洗滌は緩衝液を交換 しながら20分 以上行い緩

衝グリセ リンで封入 した.

特異螢光の判定はblocking testに よつた.即 ち

螢光抗体1.5%蛋 白量のもの1mlに 等量のFluoro

carbon処 理液を加え, 0°～4℃ にて12時 間 反応せ

しめ, 12,000rpm 20分 遠沈の後上清をmiliporefilter

 HAで 濾過 した.濾 液について前述のマウス肝蛋白
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による吸着を行い染色した.

1)直 接改良法の染色結果

自然発生 リンパ性白血病マウスの リンパ節切片を

染色すると細胞間隙に微細な粒子状螢光が無数に散

在するのが認められた.白 血病細胞の一部のものは

胞体内に弱いび漫性螢光を有 し,更 に核周及び細胞

膜附近に強い粒子状螢光が並ぶのが認められた.核

内には特異螢光は全く認められな かった. blocking

 testに より上記螢光は全て認められな くなつた.

(写真6)

IV.総 括 及 び 考 按

C58マ ウス白血病 ウイルスでは ウイルスの組織培

養による増殖が困難であり,又 私はC58白 血病マウ

ス組織そのものを抗原材料としたため,濾 過管通過

法及び超遠沈法による抗血清での螢光抗体法直接法

の染色結果は宿主細胞蛋白の反応が強 くウイルス精

製分離効果は不充分なる結果を得た.市 川ら21)は白

血病ウイルス培養細胞より得た抗血清中に抗細胞蛋

白抗体が含まれていることを指摘 して居り,こ のこ

とは私の所見と一致するところで あ る.次 にFluo

rocarbon処 理法につき,文 献的考案を行 うと, 1956

年Geeeler14)に よ りFluorocarbon処 理法により宿

主細胞成分よりウイルスを精製分離できる事が発表

された.彼 によれば数回 のFluorocarbon処 理 を行

うと,可 溶性非蛋白物質と核蛋白体を含む最上層,

細胞質蛋白とFluorocarbonのemuleiconで ある中間

層及び遊離脂質を溶解 した残余のFluorocarbonよ

り成る最下層とに別れた. 3層 に分離せ しめる為に

はFluorocarbon対 組織浮遊液の比が1:1以 上 で

なくてはならず, 2:1を 越 え る必要 はないと言

う15). Gesslerの 言 う核蛋白体とは形態上は リボゾー

ム又はウイルスの性格を有 していた.こ の方法は組

織のみでな く細胞浮遊液15) 18) 27)や細胞培養液からも

分離できるし,ウ イルスと中和抗体のComplex16) 20)

か らも精製できると言 う.ウ イルスの感染価を各

extractionの 後で調べると3回 目までは上昇し, 4回

目以後は漸減少 したが17), 27)補 体結合性ウイルス抗

原は減少 しなかつた17)と言 う. Hamparian19)は ポ リ

オ,コ クサ ッキー,ム ンプス,イ ンフルエンザの各

ウイルス材料を同方法で処理 し,ム ンプス,イ ンフ

ルエンザウイルスは2～3回 ですでに沈澱すること

を認め,こ の差異はウイルス のLipoidの 含有量の

差によるものであろうと推論している.又 本法でウ

イルスを含まない細胞群を処理すると精製 リボゾー

ムが 得 られ た7) 8) 9) 40)と言 う.こ の リボゾ ー ム分画 を

更 にFluorocarbonと 共 に 極 度 のhigh speedで ホ モ

ジ ナ イ ズ す る と リボゾ ー ムの 分 解 物 が 得 られ,各 々

の段 階 で上 清 を 分 析 す る と蛋 白 が漸 次 減 少 し, RNA

の濃 度 が 増 加 して 来 た8)と 言 う. Stanley37)は1960

年C3H乳 癌, PL白 血病 及 び そのExtract接 種 に

よ る胸 腺 腫 の 三 つ のFluorocarbon extractに つ い

て電 気 泳 動法 及 び沈 降 係 数 測 定 に よ り正常 組 織 に は

な い 蛋 白 を見 出 し,こ れ が ウ イル ス蛋 白で あ ろ う と

述 べ て い る. Taylor40), De Carvalhoら9) Mc. Kenna

ら28)は ニ ワ トリ腫 瘍Novikoffの ヘパ トー ム及 び ヒ

ト腫 瘍細 胞 のFluorocarbon extractに 腫 瘍 特 異 抗 原

を観 察 してい る. Schwarzら36)は ヒ ト 白血 病 組 織

のFluorocarlron-extractが 半膜 細 胞 に 対 して 増殖 性

Focusを 形 成 せ しめ た と言 う.

さて 上 述 した 如 くFluorocarbon処 理法 の 特徴 を

利 用 して腫 瘍 ウイル スの 精 製 分 離 に用 い た もの は前

述 のRous肉 腫2) 11) RIIIマ ウス 乳癌 ウ イル ス及 び 教

室 の巻 幡32)に よ るC3H乳 癌 ウ イル ス位 で 甚 だ稀 で

あ つ た.

私はFluorocarbon処 理法 による抗血清で螢光抗

体法直接法を行い,そ の結果前記 した如 く,宿 主細

胞蛋白による抗原抗体反応と思われるものは消失し,

正常細胞内には弱い非特異的び漫性螢光が認められ

るのみで,一 方白血病細胞内には一部は粒子状,一

部はび漫性の特異螢光が判然と認められ,従 つてウ

イルス抗原の精製分離に理想的と思われる結果を得

た.又 教室の高木39)も同材料にて免疫電気泳動法に

よりFluorocarbon処 理法による抗原は濾過管通過

法によるものより明瞭でかつ安定 した沈降線を認め

ており, Fluorocarbon処 理法が免疫抗原精製法 とし

て優れている事を強調している.

Fluorocarbon処 理液の蛋 白量 はMicrokjeldahl法

では測定できず(0.06mg/dlの 測定値を得たが同方

法では測定蛋白量の限界は0,2mg/dl以 上であるの

で信頼度が低い),電 顕的観察にて直径70～90mμ

の球形又は楕円形の等大の粒子を多数認め, Fluoro

carbon処 理法の分離精製がす ぐれている結果を得た

が, Epsteinも 既に牛痘ウイルス10)及びRoue肉 腫

ウィルス11) 12)で同様なる事を証明している.

私 はその上清において核酸特有の紫外線吸収曲線

を認め, Bial反 応及びDipbenylamin反 応 で 多量

のRNAが 含 まれている事 を証 明 したが, 1960年

De Carvolho8)はFluarocarbon処 理 液 につ き同様

方法でRNAを 定量 して居 り,教 室の岡田33)もA
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KR白 血病組織にて同様の方法で同様の結果を得て

いる.

私 は少数例であるがFluorocarbon処 理液の生物学

的活性を認めたが,教 室の岡田鋤によればAKR白

血病マウスのFluorocarbon処 理液 に よる白血病発

生率は生後4ケ 月で50%,無 細胞濾液による接種第

5代 に於けては白血病発生率は生後4ケ 月で20%で

あ り, Fluorocarboa処 理液の方が 白血病発生率が高

い事が強調されている. Epsteinも 牛痘ウイルス10)

 Roue肉 腫 ウイルス11) 12)でHummeler19) 20)は ポ リ

オ,コ クサ ッキーウイルスでStone38)はRIIIマ ウ

ス乳癌にて同方法による処理液に生物学的活性の存

在する事を認めている.

V.結 語

C58マ ウス白血病ウイルスの精製に関 し螢光抗体

法,電 顕的観察,物 理化学検査及び生物学的活性に

より精製効果を吟味し,次 の結果を得た.

1. Berkefeld-N及 びChamberland L3濾 過管によ

る濾液は宿主組織に由来する蛋白を多量に含むため,

螢 光抗体法によつてウイルス抗原の所在を明らかに

することが出来なかつた.

2.白 血病臓器homogenateの10,000rpm遠 沈上

清40,000rpm遠 沈沈渣に含まれる抗原は前項の濾

液と同 じく宿主組織に由来する蛋白を多量に含み,

従 つてウイルス抗原を目的とした免疫学的実験に不

適当であつた.

3.白 血病臓器のFluorocarbon処 理 により抗血清

を作製 し,螢 光抗体法直接法を行うと白血病臓器に

おいて一部粒子状,一 部び漫性の特異螢光が白血病

細胞内及び細胞間隙に認められた.

4. Fluorocarbon処 理 によるウイルス精製効果を

吟味するに電顕的には多数のウイルス様粒子が認め

られ, Bioassayに おいては50%が 発症した.

5. Fluorocarbon処 理の紫外線吸光度は260mμ 附

近で極大230mμ 附近で極小を示すことより多量の

核酸が含有されることを示 し,白血病臓器のExtract

ではBial試 験 により多量のRNAが 存在すること

が明らかとなつた.

6.項 目4.5.の 結果よりFluorocarbon処 理液に

は多量のRNAウ イルスが含有されており,従 つて

螢光抗体法における特異螢光はウイルス抗原の所在

を示すものと考えられた.

稿を終るに臨み御指導御校閲戴いた恩師平木潔教

授,大 藤真助教授並びに直接御指導いただいた小塚

発前講師に深 く感謝致 します.
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写 真 説 明

1. C58マ ウ ス 自然発 生9ソ バ 性 白 血病 の脾.螢 光 性 抗 ウイ ル ス血 清(濾 過 管 通 過 法),直 接 法1,000倍

2.同 上 螢 光 性 正常 マ ウ ス 血 清直 接 法1,000倍

3.同 上 螢 光 性 抗 ウ イル ス血 清(Fluorocarbon処 理 法)直 接 法. 1,000倍.

4. C58マ ウス 変 異 株(骨 髄 性)白 血 病 の 脾.螢 光 性 抗 骨 髄 性 ウイ ル ス 血 清(Fluorocarbon処 理 法)直 接 法

1,000倍

5. C58マ ウス 自然 発 生 リン パ性 白血 病 の 肝,脾,リ ンパ 節. Fluorocarbon処 理 液 の超 遠 沈 沈 渣 をShadowing

せ る もの.

6. C58マ ウ ス 自 然発 生 リン パ性 白血 病 の リンパ 節.螢 光 性 抗 ウ イル ス 血 清(Fluorocarbon処 理 法 直 接 法 改 良

法. 1,000倍

Immunofluorescent Studies of Viral Antigens in Mouse Leukemias 

I Purification of Viral Antigens in C58 Mouse Leukemias 

by Fluorocarbon Extraction

By

Yoshiaki TAKAHASHI

Department of lnternnal Medicine, Okayama University Medical School

(Directer: Prof. Kiyoshi Hiraki)

Purification of viruses of C58 mouse leukemias was carried out by the following procedures; 

filtration, differential ultracentrifugation and Gessler's fluorocarbon extraction. The degree of 

virus purification was examined by fluorescent antibody method, electron microscopy, nucleic 

acid analysis and bioassay.

The following results were obtained.

1. Large amount of host cell antigens was noted in virus suspension separated by Berke

feld-N and Chamberland L3 filtration and by differential ultracentrifugation. Therefore it was 

improper to perform immunofluorescent study because this procedure was concerned with exami

nation of viral antigens.

2. Immunofluorescent procedure by Coons' direct method using anti-viral serum against 

fluarocarbon extracts showed partially granular or partially diffuse specific fluorescence in leu

kemic cells and intercellular spaces of the leukemic organs.



螢光抗体法によるマウス白血病ウイルスの研究 693

3. Electron microscopic observation revealed many virus-like particles in the fluorocarbon 

extracts. And 50% of animals inoculated with developed leukemias in these extracts.

4. Ultraviolet spectrophotometry of the fluorocarbon extracts demonstrated a maximal 

absorption at 260mƒÊ and a minimal absorption at 230mƒÊ with a Bechman spectrophotometer. 

It was clear from these data that large amount of nucleic acid was contained in these extracts. 

And also it was indicated by Bial's test that the fluorocarbon extracts of the leukemia organs 

contained large amount of RNA.

5. From above findings, fluorocarbon extraction appeared a superior procedure for fluores

cent antibody technic in comparison with the other procedurs used. It was thought that the 

specific fluorescence in the immunofluorescent study represented viral antigen itself.
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