
HTLV-I抗 原 の免疫 電顕

ヒトT細 胞白血病ウイルス抗原

特に内部構造蛋白質の免疫電子顕微鏡的研究

岡山大 学 医学部癌 源研 究施 設生 化学部 門(指 導:小 田琢三教 授)

壽 満 文 彦

(昭和63年9月7日 受稿)

Key words:成 人T細 胞 白血 病, HTLV-I,ウ イルス抗原,免 疫 電 顕,

電顕 酵素 抗体法

緒 言

ヒ トT細 胞 白血病 ウ イルス(HTLV-I)1)は 成

人T細 胞 白血 病(ATL)の 病 因 と密接 に関連 す

るT細 胞 親和 性 レ トロウイルスである2). ATL患

者 由来 培養T細 胞やHTLV-I感 染 培養T細 胞

に は患者 血清 と特 異 的 に反応 す るATL関 連 抗

原(ATLA)が 検 出 され2), ATL患 者やHTLV

-I感 染健康 人(healthy HTLV-I carrier)の 血

清 中に はATLA抗 体 が存在 す る3).このATLA

抗 原はHTLV-Iウ イルス選伝 子発 現 蛋 白質の総

称 であ り, ATLA抗 体 は それ らの蛋 白質 に対す

る抗体 の総称 であ る.

図1　 HTLV-I遺 伝 子 と遺 伝 子 産物 の模 型 図6), 7).

HTLV-Iは その プ ロウイル スDNAの 全塩 基

配列 の決定 と遺伝 子構 造の 解析 に よって,ウ イ

ル スの構 成 と増殖 に 必要 なgag, pol, env遺 伝

子 と,そ の他 に特有 なpXs遺 伝 子領域 を もつ こ

とが 明 らか に され た4)-7)(図1). gag遺 伝 子の

発 現 に よって はgag前 駆 蛋 白質PRgag(Pr53)

が生 成 され,そ れはprt遺 伝子 に コー ドされ る蛋

白質分 解酵 素(protease, PR, p 14)に よって切

断 され て3種 の8㎎ 蛋 白質,す な わ ちmatrix

 protein(MA, p 19), capsid protein(CA, p 24),

お よびnucleocapsid protein(NC, p 15)が 生

成す る7).これ らは ウイル ス内部構造 蛋 白質 であ

る. pol遺 伝 子 の発現 で は逆 転写 酵素(reverse
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transcriptase, RT, polp99?)が 生 成す る. env

遺伝 子 の発 現 で はenv前 駆 蛋 白質PRenv(env

 Pr 46)が 生 成 し,そ れ に糖 が 結合 してgp 62に な

った後, surface protein(SU, gp 46)とtrans

membrane protein(TM, gp 21)に 切 断 され る.

これ らは ウイル ス被 膜 蛋 白質 で あ る. pXs遣 伝

子領 域 は細胞 由来 の癌遺 伝子 で はな いが, 3種

の蛋 白質(p 40x, p27x-111, p 21x-111)を 発 現 す

る8)-10). p 40x(Ptax)はHTLV-IのLTRにtraps

には たら く転 写 活性化 作用 を有 し11),またT細 胞

の イ ンター ロイ キン2(IL-2)と その受容 体(IL

-2R)の 産 生 を誘導 す る ことが示 され12)
, HTLV

-Iの 複製 ならびに感 染T細 胞 の異常増 殖 と変換

に 重 要 な役 割 を演 ず る もの と考 え られ て い

る11)-13).

ATL患 者 由 来 のHTLV-I産 生 細 胞 に は

ATL患 者 血 清 との 免 疫 反 志 に よ っ てgp 62,

 gp 46, p 40, p 24, p 19, p 15な どのATLA抗 原,

す なわ ちHTLV-I抗 原が検 出され3), 14), 15), MT

-2細 胞お よびそれ との混合 培養 によ って感染 し

た培養 細 胞には さらにgp 68とp 28が 検 出され る.

しか し, HTLV-Iの 個 々の遺伝 子 の感染 細胞 内

での 発現 は細 胞の 由来 と環境 に よって 必ず しも

同 じでは な く,ま たATL患 者血清 中のATLA

抗体 も各個 体 に よって各種 抗体 の有 無,お よび

量が 異 な る.

ATLの 成 因を解 明す るためには, HTLV-Iに

よ るT細 胞 の増 殖 と変換 の分子 機構 を究 明 しな

けれ ば な らない.そ の ため に はHTLV-Iの 各種

抗 原 蛋 白質 の ウ イルス 内お よび細胞 内 におけ る

局 在 とそ のは た らきを明 らか にす る必要が ある.

従 来, ATLA抗 原 は,蛍 光 抗体 法 に よる光 学顕

微 鏡 的観 察 や細 胞分 画法 な どに よって,主 とし

て細胞 質 とその 周辺 に存在 し2), p40xは 細 胞核 内

と細 胞質 に存在 す るこ とが示 されて いるが16), 17),

その詳細 な局在 は不 明で あ った.ま た フェ リチ

ン抗 体 を用 い た免 疫電 顕的 観察 では,フ ェ リチ

ン抗 体 が分 子量 が大 きい ために ウイル ス内や細

胞 内部 に浸 入 し難 い ので,内 部 抗原 の正確 な局

在 を検 出す る こ とが 困難 であ った18)-20).著者 は

HTLV-I産 生 細 胞 の 超 微 構 造 内 に お け る

HTLV-I抗 原,殊 に内部構 造 蛋 白質p 24とp 19

の局在 を明 らか にす るため に, ATL患 者 血清,

抗p 24お よび抗p 19モ ノクローナル抗体 を用 いて,

間接酵 索抗体 法 に よ る免疫 電子 顕微鏡 的観 察 を

行 い,感 染 細胞 内お よびウ イル ス内に おけ る抗

原の局 在 を追究 した.

材 料 と 方 法

1. 培 養 細 胞

HTLV-I産 生細 胞 と して はMT-2細 胞21)(高

知 医科 大学 内科,三 好 勇夫教 授 よ り恵与), HUT

-102細 胞1)(国立が んセ ン ター,下 遠野 邦忠 博士

よ り恵与), ATL患 者 末梢 血 よ り樹立 したATL

-M細 胞
, ATL-S細 胞(岡 大 医療 短大,宮 本寛

治博 士 よ り恵与)を 使 用 した.陰 性対照 細 胞 と

して はMolt-4細 胞22)(岡大小 児科,国 富泰 二博

士 よ り恵与)を 使 用 した. MT-2, HUT-102,

 ATL-Mお よびATL-S細 胞 は10%ウ シ胎 児血

清(GIBCO社)添 加RPMI 1640(日 水 製薬)培

養液 で, Molt-4細 胞 は10%ウ シ胎 児血清, x2ア

ミノ酸 ビ タ ミン添加RPMI 1640で5% CO2,飽

和水 蒸 気中, 37℃ の条件 下 で浮遊培養 を行 った.

2. 抗 血 清

一 次抗体: HTLV-I抗 体 陽性 血清 として複 数

のATL患 者血清(岡 大医療 短大,喜 多嶋康一 博

士,窩 本 寛治博 士 よ り恵与)を 混合 して その血

清 を10～50倍 希 釈 で使用 した.モ ノク ロー ナル

抗体 と して抗HTLV-I p 19モ ノ クローナ ル抗体

GIN-14(IgG 2b) 23)および抗HTLV-I p 24モ

ノクローナ ル抗 体NOR-I(IgG 2a) 24)(北 里 大

学,田 中勇悦博 士 よ り恵与),ポ リクロー ナ ル抗

体 と して抗HTL, V-I p 24 Balb Cマ ウス血清(香

川 医科大 学,田 中輝和博 士 よ り恵与)を20～100

倍希釈 で使用 した.陰 性 対照 血清 と して正常 成

人血清,正 常 ヒ ト臍 帯血 血清,正 常 マ ウ ス血 清,

お よび正 常ヤ ギ血 清 を使 用 した.

二 次抗体:間 接 酵素抗体 法 で西 洋 ワサ ビペ ル

オキ シダーゼ(HRP)標 識 抗マ ウ スIgGヤ ギ血

清F(ab')2,お よびHRP標 識抗 ヒ トIgGヤ ギ

血清F(ab')2(Cappel社)を20～100倍 に希 釈

して使用 した.

3. 蛍光 抗体 法

浮 遊培養 細 胞 を1000rpm, 5分 間 遠心 し,沈 渣

にPBS-10% BSA(ウ シ血 清アルブ ミン, SIGMA

 Chem. Co.)を 加 えて遠 心 洗浄 し,上 清 を捨 て,



HTLV-I抗 原 の免疫 電顕　 1163

その まま静置 して残 った液 で懸濁 し,細 胞 濃度

の高 い状 態 で細 胞 を分散 させ た.そ の 細胞 を無

蛍 光 ス ライ ドグ ラスに塗 抹 し,ド ラ イヤー の冷

風で速 やか に乾 燥 させ,室 温 で30～60分 間放 置

した. 100%冷 アセ トンで20分 間固定 して風 乾 し,

 20分 間放置 した.次 に希釈 した一 次抗体 を塗 抹

試料上 に載せ,抗 体 の乾燥 を防 ぐため にス ライ

ドグラス を湿箱 に入 れ37℃, 30分 間 フラ ン器 中

で反応 させ,そ の後冷PBSで10分 間, 3回 洗 浄

し風乾 させ た.二 次抗体 として50～200倍 希 釈 し

た抗 ヒ トFITC標 識 ウサ ギ血清F(ab')2を 試料

上 に載せ37℃, 30分 間 フラ ン器 中 で反応 させ た

後,冷PBSで10分 間, 3回 洗浄 し,風 乾 させ た.

無蛍 光 グ リセ リンで 包埋後 蛍光 顕微鏡 で観察 し

た.蛍 光 抗体 染色 標本 は冷 暗所 で1週 間程 度 は

比較 的安 定 に保 たれ た.

4. 光顕 酵素 抗体 法

浮 遊細 胞 で反応 す る場合 は,細 胞の 固定 か ら

抗体 の反 応,発 色 までの全過 程 で遠心 懸濁 を繰

返 し,浮 遊状 態 で反応 を行 った.培 養 浮遊細 胞

を1200rpm, 5分 間遠心 して,沈 渣にPBS(10

mMリ ン酸 緩衝 液pH 7.2-140mM NaC1)-1%

 BSAを 加 えて遠心 洗浄 し,上清 を除 き冷PFA溶

液(4%パ ラホルム アル デ ヒ ドを0.1Mリ ン酸緩

衝 液pH 7.4で60℃ で加 熱 溶 解 して 作 製)で,

 4℃, 1時 間 固定 した. PBSで3回 遠 心 洗浄 し,

非 特異 反応 を防 ぐため に, 10倍 希釈 の正 常ヤ ギ

血 清 を加 えて37℃, 30分 間反 応 した.次 に一次

抗体 として, 1% BSAを 含 むPBSで10倍 希釈

のATL患 者 血清 また は 正 常 成 人 血 清 を加 え

37℃, 30分 間 反応 を行 い, PBSで3回 遠心 洗浄

した.次 に二 次抗体 のHRP標 識抗 ヒ トIgGヤ

ギ血 清F(ab')2を20倍 希 釈 して37℃, 30分 間反

応 し, PBSで3回 洗浄 した. HRPの 酵 素組 織化

学 的発 色 は3, 3'-ジア ミノベ ンチ ジン(DAB)

法(Graham-Karnovsky法)25)で 行 った.反 応

直前 にDAB-4H: Cl 20mgを 約75mlの50mM Tris

-HCI緩 衝 液pH 7 .6に溶 解 し,これに蒸溜 水で5

%に 希釈 した過酸 化水 素(H2O2)水0.1mlま たは

原液 のH2O2 17μlを加 えたもの を基質溶 液(DAB

-H2O2溶 液)と して使 用 した.反 応 は室温 または

37℃ で5～10分 間行 い, PBSで 洗 浄 した.卵 白

ア ルブ ミン処 理 ス ライ ドグ ラスに塗抹 して乾燥

させ,エ タ ノー ル,キ シレ ンで脱 水,エ ンテ ラ

ンで 包埋 し顕微鏡 観察 を行 った.一 部 はPBS洗

浄後,細 胞 内構造確 認 のため にヘ マ トキ シ リン

に よる核 染色 を行 った.

5. 電 顕酵素 抗体 法

浮遊細 胞法:光 顕 酵素 抗体 法 と同様 処理 を二

次 抗体 反応 まで行 いそ の後1%グ ル タル アル デ

ヒ ドで4℃, 10分 間 固定後DAB-H2O2溶 液 で室

温, 5～10分 間HRP反 応 を行 った.そ の後 の操

作 は次 に述 べ る凍 結切 片法 と同様 に行 っ た.

凍結 切片 法: Odaら の方法26), 27)に従 い,次 の

ごとく電顕試料 を作製 した.培 養 浮遊 細胞 を1200

rpm, 5分 間遠 心 して その細胞 沈渣 に4% PFA

を加 え4℃, 2時 間 または一 晩 固定 を行 い, 1500

rpm, 10分 間遠 心 して,細 胞が ば らば らにな らな

い よ うに注意 しなが ち薬餌 または針 で遠心 管底

よ り凝 集塊 として回収 し,以 後 は細 胞凝集 塊状

態 と して操作 した. 4℃ で10%簾 糖-PBS,半 日,

 15%藤 糖-PBS,半 日, 20%簾 糖-PBS, 1日,

 5%グ リセ リン‐20%蕉 糖-PBS, 30分 間,次 に

O. C. T. compoundに8%グ リセ リン を加 え て

よ く撹拌 した もの に試料 を浸 した.ア ル ミニ ュ

ー ム ボー トの底 に試料 を載 せ
,ド ライア イスーエ

タノー ルの容 器の 中に入れて瞬時凍 結 し,-80℃

で保 存 した.免 疫 電顕実 験時 に約6～8μmの

厚 みの凍結 切 片 を作 り,卵 白アルブ ミン処理 ス

ライ ドグラス に載せ,室 温 にて ドライヤー で速

やか に乾燥 させ,そ の後室 温 で20分 間乾燥 させ

た.そ れ 以降 の実 験 にお いては試 料が途 中 で乾

燥す る と非特 異 反応 を起 こすの で乾燥 させ ない

よ うに注意 して行 った.冷PBSで10分 間, 3回

洗浄 して キム ワイプ で切 片 の周辺 の水分 を拭 取

り,切 片上 に10倍 希 釈 ヤ ギ血清(0.01%窒 化 ソ

ー ダを含むPBSで 希 釈)を 載せ 室温 で30分 間反

応 した,冷PBSで5～10分 間, 4℃, 3回 洗浄

し,一 次抗体 をそれ ぞれ前 記の倍率 に希 釈 した

もの を切 片王 に20μl載 せ たス ライ ドグ ラスを湿

箱 に入 れ て切 片 の乾燥 を防 ぎなが ち4℃ で一 夜

反応 させ た.冷PBSで10分 間, 3回 交 換洗浄 し,

そ れ ぞ れ に 対 応 す るHRP標 識 二 次 抗 体 を

50～100倍 希釈 した もの を20μlを切 片上 に載せ3

時 間反 応 し,冷PBSで5～10分 間, 3回 交 換洗

浄 した. 1%グ ル タルアルデ ヒ ド-PBSで10分 間
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固定後,冷PBSで5～10分 間, 5回 交換洗 浄 し

た. DAB-DMSO(DAB10mg-1% DMSO-

50mM Tris-HCI pH 7.6, 50ml, 10分 間 よ く撹

拌)に 浸 し室温30分 間置 き, DAB溶 液-0.005

% H2O2で 室 温, 5分 間反 応,冷PBSで5～10

分間, 3回 交換 洗浄, 2% OsO4-リ ン酸 緩衝

液 で室温, 30～60分 間 固定,エ タ ノー ル50%,

 70%, 80%, 90%各5～10分 間, 100% 10分 間2

回で脱 水 を行 った.次 にゼ ラチ ンカプセルNo. 00

にエ ポキ シ樹 脂(A: Bを5:5に 混合)を 入

れカ プセ ル を逆 に してス ライ ドグ ラスの切 片上

に置 き60℃, 2日 間重 合 させ て 包埋 した.ス ラ

イ ドグ ラスの裏 面 を加 熱 して試料 をはが し,超

薄切 片 と して,無 染色 で電 顕観察 を行 った.反

応の局在 の確 認 のためには酢酸 ウラニルークエ ン

酸 鉛 で電子 染色 を施 して電 顕観 察に供 した.

6. ウエ ス タンプ ロ ッティ ング法

細 胞の全 蛋 白質の 抽 出:培 養 浮遊細 胞 を遠心

法(1200rpm, 5分 間)に よ りVerseni容 液

(EDTA: 0.02% Ethylenediaminetetra

acetic Acid-10mMリ ン 酸 緩 衝 液pH 7.4-0.15

M NaC1)で4℃, 20洗 浄 し,沈 渣 に5×107細

胞 に 対 し て1mlの 割 合 に な る よ う に0.5%

 Nonidet-P40(NP-40)を 含 む 緩衝 液(10mM

 Tris-HCI pH 8.0-0.14M NaCI-3mM MgC12-

10mM DTT-1mM PMFS)を 加 え4℃, 30分

間細 胞 を融解 した.エ ッペ ン ドル フ型遠心 器 に

て4℃, 12,000rpm 30分 間遠 心 し,そ の上 清 を細

胞の 全蛋 白質 抽 出物 試料 と した.

電 気泳 動 法:全 蛋 白質 抽 出物 をLaemmliの

方法28)に従 っ て0.2% SDS(ド デシル硫 酸 ナ トリ

ウム)-1.2%ポ リア ク リル ア ミドゲル 電気泳動

法 で蛋 白質 を分 離 し,一 部 は全 蛋 白質 の分子 量

確認 の ため に クマ シー ブ リリア ン トプルー染 色

し,一 部 はニ トロセル ロー ス膜(0.45μm,東 洋

科学 産業)上 ヘ プ ロッティング装 置(Bio-Rad社)

を用 いて蛋 白質 を移 した29).

免 疫酵 素抗体 法 に よる蛋 白質 の検 出:蛋 白質

をプ ロ ッ トしたニ トロセル ロー ス膜 を1% BSA

-TBS溶 液(10mM Tris-HC1 pH 7 .5-0.15M

 NaCI)で 洗浄 後,ニ トロセ ル ロー ス フ ィル ター

をカパ ックに 入れ,そ れ ぞれに希釈 した一 次抗

体 を加 え37℃, 1時 間 反応 させ た後,カ パ ッ ク

よ りフ ィル ター を取 り出 してバ ッ トに移 して,

 0.05% Tween 20-TBS溶 液(TTBS)で 充分 洗

浄 後,再 び フィル ター を カバ ジ クに入 れ100倍 希

釈HRP標 識二次 抗体 を加 え室 温 で, 30分 間反応

させ, TTBSで 充分洗 浄後, DAB-H2O2溶 液 で

室 温5分 間灰 色 ので る まで発 色 させ た(長 時 間

置 くとフ ィル ター全 体が 着色 す るの で注意).蒸

溜 水 で洗浄後 風乾 させ,早 目に写 真撮影 を行 い,

発 色 させ たフ ィル ター は暗所 に保 存 した.

結 果

1. 蛍 光抗体 法 に よる抗 原 の検 出

HTLV-Iの ウイルス粒子が 多 く細 胞外 に放 出

され てい るMT-2細 胞(図2)で の抗 原 の局在

をATL患 者血清 を用 いて観察 した結 果,細 胞周

辺に沿 って強い 陽性反 応が 見 られ た.核 部 に も

わず かに陽性 反 応が見 られ たが,こ れは核 内 の

反応 か,そ の上 の細胞 質 あ るいは細 胞表面 の 反

応か光 顕 では判 定 し難 い.正 常対 照 血清 につ い

て は陰性 であ った.

2. 光 顕酵 素抗体 法

ATL患 者 血清 を用 いてMT-2細 胞での抗 原の

局在様 式 は蛍光 抗体法 と同様 の結 果 を得 た.陽

性反 応 は細 胞質 に強 く,核 部 に もわずか に陽性

反応 が認 め られたが,蛍 光 抗体 法 の場合 と同様

に核 の 内か外か は判定 し難い(図3).微 細 な反

応結 果 につ いては電 顕 的観 察 に よ らなけ れば 不

明 であ る.

3. 電顕 酵素抗 体 法

浮遊細 胞 でのATLA抗 原 の検 出

MT-2細 胞のATLA抗 原 の局在 を浮遊 細胞 で

ATL患 者 血清 を用いて電顕 酵素 抗体 法で観 察す

ると, HTLV-Iウ イル ス粒子 表面 お よび細 胞膜

全 周 に沿 って陽性 反応 が見 られ る(図4).ウ イ

ル ス粒 子 内部,細 胞質,核 膜,核 質へ の 陽性 反

応は認 め られ ない.酵 素抗体 反 応後 に酢酸 ウラ

ニルークェ ン酸鉛 二重染 色 を行 って観 察す る と,

細胞外 陽性 反応 の大部 分 が ウイル ス粒 子 で あ る

こ とが確認 され た(図5).こ の よ うに 浮遊細 胞

法 で抗 原抗体 反 応す ると,抗 体 が ウ イル ス内お

よび細胞 内へ浸 透 し難 いの でウ イル ス内お よび

細胞 内抗 原の局 在 を検 出 し難 い.浮 遊 培養 細 胞

を用 いて抗体 の浸 透 を良 くす るため にア セ トン
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図　2MT-2細 胞のグルタルアルデ ヒ ドーオス ミウム酸固定,超 薄切片,酢 酸 ウラニルークエン酸鉛二重染色電

顕写真.細 胞外にHTLV-Iの ウイルス粒子が 多数み られる.(x 46,000)

図3　 ATL患 者血清 を用いて間接酵素抗体法で反応 したMT-2細 胞の光顕像

図4　 ATL患 者血清 を用いて浮遊細胞法で間接酵素抗体反応 したMT-2細 胞. HTLV-Iの ウイルス表面 と細胞

膜に陽性反応が見られ る.(x 28,000)

図5　 図4の 酵素抗体 反応後に酢酸 ウラニルークエン酸鉛二重染色を行ったもの.細胞外における陽性反応の大

部分が ウイルス粒子であることが確認 できる.(x 40,000)
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固定,あ るい はPFA固 定 後の細 胞 についてサ ポ

ニ ン処 理,凍 結 融解, NP-40処 理等 を試 み たが,

構 造 が壊 れ た り,抗 原 の非特 異反応 が強 く,超

微 構 造 内におけ る反 応の局在 が明 瞭でなか った.

ところがPFA固 定 細胞 を凍 結切 片法で反応す る

こ とに よ りウ イル ス 内お よび細胞 内へ の抗体 の

浸入 が可 能 とな り,超 微構 造 の場 で,ウ イル ス

内,細 胞 質,核 膜,核 質 への 陽性反 応 を検 出す

るこ とが 容易 となっ た.

凍 結切 片法 に よ る各種 抗原 の検 出

ATLA抗 原の検 出: ATL患 者血清 と反 応 に

使 用 したMT-2, HUT-102細 胞 では 多少の差 は

あ る ものの,ウ イル ス,細 胞 膜,小 胞体 膜,核

膜にかな り強 く陽性 反応が見 られた(図6). HUT

-102細 胞 にお いて は核 内に もか な り強 い陽性反

応が 見 られ た(図7).核 小体 内は陰性 であ った.

陰性 対照 血清 と して使用 した正 常成 人血 清(図

8),お よび正常 マ ウ ス血 清で は いず れの細 胞 に

も反 応が 認め られ なか った.

抗p 19モ ノクローナル抗体 での抗原 の検 出:抗

p 19モ ノクロ-ナ ル抗体 ではMT-2, HUT-102,

 ATL-M, ATL-S細 胞 いずれ もウイル ス コア と

被 膜,細 胞膜 に陽性 反応 がみ られ た.特 に ウイ

ル ス放 出部 近辺 の細 胞膜 に反 店が強 い.細 胞質,

核 膜,核 質は 陰性 であ った(図9-11).図9と

同一 標品 を酢 酸 ウラニルークエン酸鉛 二重 染色 を

行 い,免 疫 電顕像 の 湯性 反応部 位 と ウイル ス,

細 胞 膜,細 胞質 の微 細構造 との関係 を確 認 した

(図12).

抗p 24モ ノクローナル抗体 での抗 原の検 出:電

顕 的観 察 の結果,抗p 24モ ノクローナ ル抗 体 では

MT-2, HUT-102, ATL-M, ATL-S細 胞いず

れ も主 と して ウイル ス コア中心 部に 陽性 反応が

見 られたが,細 胞膜,細 胞 質,核 膜,核 質 は陰

性 で あ った(図13-15).

抗p 24ポ リクローナル抗体 での抗 原の検 出:抗

p 24ポ リクローナル抗体 を使 用 した場 合に はウイ

ル ス コア と被 膜 お よび細胞 膜 に も一部 陽性 反応

が見 られ た.細 胞質,核 膜,核 質は抗p 24モ ノ ク

ロ一 ナ ル抗体 と同様 陰性 であ った(図16).

対 照細 胞 と してHTLV-Iの 感 染 して い な い

Molt-4細 胞 にお いて, ATL患 者 血 清,抗p 19

 Mo Ab,抗p 24 Mo Ab,抗p 24ポ リク ロー ナル抗

体 で はいず れ も陰性 であ っ た,す べ て の細胞 に

おい て内在性 ペ ルオ キ シダーゼ 反応 の検 出 を行

ったが 陰性 で あっ た.

以上 の結 果 をま とめ ると表1の ごと くであ る。

4. ウエ スタ ンブ ロ ッテ ィ ングでの抗 原 の検 出

抗p 19 Mo Abお よびATL患 者 血 清 を用 い て

HTLV-Iお よび各種 細胞(MT-2, HUT-102,

 ATL-M, ATL-S, Molt-4)の 抗 原 の検 出 を行

った結果,抗p 19 Mo Abに よって, MT-2で はp 19

とp 28の2本 の パ ン ドを認め たが,他 の細 胞お よ

びHTLV-Iで はす べ てp 19 1本 のみ であ った.

 ATL患 者 血清 に よっては, MT-2で はp 68, p 46,

 p 40, p 28, p 24, p 19, p15な どの各バ ン ドを認 め,

他の細 胞およびHTLV-Iで は主 としてp 46, p 40,

 p 24, p 19, p 15な どが 認め られ た.

考 察

従 来の蛍光 抗体 法や酵素 抗体 法 によるATLA

抗 原の光 学顕微 鏡的観 察2),あ るい は フェ リチ ン

抗体 法 に よる免疫 電顕 的観察18)-20)では,超 微 構

造 内におけ るHTLV-I抗 原の局在 を詳細 に検 出

す る こ とが できなか ったが,著 者 はATL患 者 血

清 と内部構 造 蛋 白質 の モ ノ クロー ナル抗体 を用

いて,凍 結 切片 標本 の酵素 抗体 法 に よ る免疫 電

顕 的観察 に よって, HTLV-Iウ イルス 内お よび

HTLV-I感 染 細 胞内 にお け るATLA抗 原お よ

びHTLV-I内 部構 造蛋 白質の局在 を検 出す るこ

とがで きた.浮 遊細 胞 の免 疫反 応 では抗体 が 内

部 に浸 入 し難 い ので, ATL患 者 血清 を用 いた

ATLA抗 原の検 出は,主 に ウイル ス被 膜お よび

細胞 膜表 面 にのみ観察 され た.こ の反 応は主 と

して, env蛋 白質の 反応 であ る,凍 結 切 片標本 で

の 反応 に よって,ATLA抗 原 は ウイル ス粒子,

細胞 膜,小 胞体 膜 お よび核 膜 の 内外 葉 に検 出 さ

れ た.

HTLV-I内 部構 造 蛋 白質 の うち,マ トリクス

蛋 白質(MA)p 19の モノ クロー ナ ル抗体 では主

と して ウ イルス被膜 とその 内部 お よび細胞 膜の

一部 に陽性 反 応が認 め られ た
.カ プ シ ド蛋 白質

(CA)p 24の モ ノ クローナ ル抗体 で は主 として

ウィル ス コアに陽性 反 応が認 め られ た.も う一

種 の内部構 造 蛋 白質 であ るヌ ク レオ カプ シ ド蛋

白質(NC)p 15は 抗体 が 入手 で きなか っ たの で,
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図6　 ATL患 者血清で反応 したMT-2細 胞の免疫電顕写真(PFA固 定-凍 結切片法,無 染 色標本像),ウ イル

ス,細 胞膜,小 胞体 膜,核 膜に強い反応が見 られる.(x 11,700)

図7　 ATL患 者血清で反応 したHUT-102細 胞の免疫電顕写真.ウ イルス,細 胞膜,小 胞体 膜,核 膜に強い反

応が見 られ,核 質に も陽性反応が認め られ る.(x 7,500)

図8　 正常成人血清 で酵素抗体反応 したMT-2細 胞(陰 性対照標本).(x 3,600)
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図9　 抗HTLV-Ip 19モ ノク ローナ ル抗体(Mo Ab)を 用 い たMT-2細 胞 の免 疫 電顕 写 真.ウ イル ス コア と被 膜

に 陽性 反 応 が 見 られ,さ らに 細 胞膜 に も陽性 反 応 が 見 られ る.(x 36,000)

図10　 抗p 19 Mo Abを 用 い たATL-M細 胞 の免 疫 電 顕写 真,図9のMT-2細 胞 と同様 の 陽 性 反応 が 見 られ る.

(x 18,000)

図11　 抗p 19 Mo Abを 用 い たATL-S細 胞 の 免疫 電 顕 写真. MT-2細 胞, ATL-M細 胞 と同様 の陽 性 反 応が 見 ち

れ る.(x 18,500)

図12　 図9と 同 一標 品 に酢 酸 ウ ラニ ル ー クエ ン酸鉛2重 染 色 を行 っ た免 疫 電 顕像.ウ イ ルス,細 胞 膜,細 胞 質 の

微 細 構 造 との関 係 を示 す.(x 36,000)
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図13　 抗HTLV-Ip 24 Mo Abを 用 いたMT-2細 胞の免疫電顕写真.主 としで ウイル スコアに陽性反応が局在 し,

細胞膜,核 膜,核 質には陽性反応が見 られない.(x 30,000)

図14　 抗p 24 Mo Abを 用 いたATL-M細 胞の免疫電顕写真.図13のMT-2細 胞 と同様 な陽性反応が見 られる.

(x 18,000)

図15　抗p 24 Mo Abを 用 いたATL-S細 胞の免疫電顕写真. MT-2細 胞やATL-M細 胞 と同様の陽性反応が見

られ る.(x 18,000)

図16　 抗HTLV-Ip 24マ ウスポ リクローナル抗体 を用いたMT-2細 胞の免疫電顕写真.ウイルスコアに陽性反応

が見 られ るこ とは,抗p 24 Mo Abを 用いた場合 と同様であるが,さ らにウイルス被膜,お よび細胞膜に も

陽性反応が認め られ る.(x 18,500)
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本実 験 では取 扱わ なか ったが, p 15は 核 酸結 合蛋

白質 で,ウ イルス コアのゲ ノムRNAに 結合 して

い るもの と思 われ る.従 って, ATL患 者 血清 に

よ るHTLV-I産 生細 胞の 細胞 膜,小 胞体 膜,核

膜 にお け る反応 は患者 血清 中に存在 す るウイル

ス被 膜 蛋 白質 抗体 に 反応 した ウイル ス被 膜 蛋 白

質 お よび その前駆 蛋 白質の局 在 を示す もの と推

論 され る.抗p 24マ ウ ス ポリクローナル抗体 を用

いた場合 に ウイル ス コア のみ な らず ウ イルス被

膜 及 び細 胞膜 に も陽性 反応 が認 め られ たこ とは

抗 体の作 成 に用 いたp 24が 不 純であったため と考

え られ る.

表1　 各種抗体 での抗原の検出

抗p 19モ ノクローナ ル抗 体 はHUT-102, ATL

-M
, ATL-S細 胞 のウエス タンプ ロッ トではp 19

とのみ反 応す るがMT-2細 胞 で はp 19の 他にp 28

と も反応 し23),また一部 のp 19モ ノ クロー ナル抗

体 産生 細 胞 クロー ンのp 19モ ノクローナル抗体 で

は感染 細 胞のp 19の 他,正 常 な胸 腺上 皮細 胞や胎

児細 胞 その他 に も非特 異的 に反応 す る細胞 が あ

るこ とが 報告 され て い る30)-32).しか し,本 実 験

に おい ては, p 19お よびp 24モ ノ クロー ナ ル抗体

に よる反応はHTLV-I非 感 染対 照細 胞 ではすべ

て陰性 であ り,ま た本 実験 条件下 では 内在 性ぺ

ルオ キシ ダー ゼ反応 も陰性 であ ったの で,こ れ

らの反 応の特 異性 が証 明 され る.

pol遺 伝子産 物 の逆転 写酵素(RT)の 局在 は

未だ実 験的 に検 出 されて いな いが,ウ イル ス内

で は当然 コア 内に,ま た ウ イルス産生 細胞 では

核 内にあ る もの と思 われ る.

pX遣 伝 子産物 の超微 講造 内局 在 については,

 Odaら33), 34)がp 40x抗 体 を用 いた酵素 抗体法 によ

る免 疫電 顕的検 出 に よって, p 40xがHTLV-I産

生細 胞の核 内,主 に真正 クロマチ ン領 域 に存在

す るこ とを証 明 した.た だ し, MT-2細 胞お よび

それ との混合 培養 に よって感 染 した細 胞で は,

核 内のp 40xの み な らず,核 膜,小 胞体 膜が 強 く

陽性染 色 され るこ とを見 出 した.こ の こ とは そ

れ らの細 胞中にp 40xとenv蛋 白質 の一部 との融

合 蛋 白質p 68が 存在 し,そ れがp 40xと エ ピ トー

プ を共有す るため であ る と推論 してい る33).

これち諸 種のHTLV-I抗 原 の局在 と生物 作用

の相 関はHTLV-Iに よる細胞 変換やATLの 成

因 の分子 機構 の解 明の ため に今後 更 に詳 細 に研

究 され なけ れば な らない.な お最 近, HTLV-I

はATLの み な らず, HTLV-I関 連痙 性脊 髄麻

痺(HAM/TSP)35)-38)や び まん性汎 細気管 支炎
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いわ ゆ るHTLV-I関 連 気 管支 炎(HABA) 39), 40)

の病 因 と も密接 な関連が あ るこ とが報告 され て

い る.こ れ らの疾 患 にお け るHTLV-Iの 遺伝 子

構 造 に は差 異 は見 出 され て お らず,そ の分 子機

構 は今 後 の課題 で あ るが,そ れ らの病 因の究 明

の ため に も, HTLV-I抗 原の 局在 とその生物 作

用お よ び免 疫反 応 の比較研 究 が期待 され る.

結 論

成 人T細 胞 白血病(ATL)の 病 因 とな る ヒ ト

T細 胞 白血病 ウイルス(HTLV-I)お よびHTLV

-I産 生 細 胞の超 微構 造 内に おけ るATL関 連 抗

原(ATLA)す なわ ちHTLV-I抗 原,殊 に内部

構造 蛋 白質(MA, p 19お よびCA, p 24)の 局在

を明 らか にす る ために, ATL患 者血 清,抗p 19

お よび抗p 24モ ノクローナ ル抗体 を用 いて,凍 結

切 片標 本 での 間接酵 素抗体 法 に よ る免疫 電子 顕

微 鏡 的観察 を行 い,ウ イル ス内お よび感 染細 胞

内に おけ る抗原 の局在 を追 究 し,次 の結 果 を得

た.

1. ウ イル ス内お よび細 胞 内の超微構 造 にお け

る抗原 の局 在 は浮遊 細胞 での免 疫反 応 では検 出

で きず,パ ラ フォル ムア ルデ ヒ ド固定細 胞 の凍

結 切片標 本 での電 顕酵素 抗体 法 に よって検 出で

きた.

2. 抗p 19モ ノクローナル抗体 に よ りウイルスマ

トリクス蛋 白質(MA, p 19)は ウイル ス被膜 と

その 内部 お よび細胞 膜 の一部 に検 出 され た.

3. 抗p 24モ ノ クロー ナル抗体 に よ り,カプソ メ

ア蛋 白質(CA, p 24)は ウイル ス コアに局 在 し

て検 出 され た.

4. ATL患 者血 清に よってHTLV-Iの 被 摸お

よびHTLV-I産 生細 胞の細 胞膜,小 胞体 膜,核

膜 内外 葉 に検 出 さ れ る陽 性 反 応 は 主 と して

HTLV-I被 膜蛋 白質 またはその前 駆 蛋 白質 によ

る もの と推論 され た.
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Immunoelectron microscopic studies on human T-cell leukemia 

 virus antigens with special reference to the inner structural proteins

Fumihiko SUMA

Department of Biochemistry, Cancer Institute, 

Okayama University Medical School,

 Okayama 700, Japan

(Director: Prof. T. Oda)

The locations of human T-cell leukemia (HTLV-I) antigens in HTLV-I and HTLV-I

producing T-cells were studied with special reference to the inner structure proteins (MA, p19 
and CA, p24) by electron microscopy using the peroxidase-labeled antibody method with 

monoclonal antibodies. ATL-associated antigens (ATLA) were detected by electron micros

copy of cells incubated in cell suspension with sera from adult T-cell leukemia (ATL) patients 

on the surface of virus particles and the plasma membrane, but not inside the virus and cells. 

Intraviral and intracellular antigens were detected by the immunoelectron microscopy of 

frozen-sectioned specimens of paraformaldehyde-fixed cells. The viral matrix protein (MA, 

p19) was detected with the anti-p19 monoclonal antibody in the viral envelope, the viral matrix 

and some parts of the plasma membrane. The viral capsid protein (CA, p24) was detected with 

the anti-p24 monoclonal antibody in the viral core. The positive reactions detected on the viral 

envelope, plasma membrane, endoplastic reticulum, and nuclear envelope with sera of ATL 

patients were deduced to be mainly due to the viral envelope proteins and their precursors or 

to proteins fused to the viral envelope proteins.


