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第1章　 緒 言

1948年O. Ouchterlony63) 64)に よつ て始 め られ た

Agar gel double diffusion法 は単 に抗 原 蛋 白組 成 の

分析 だ け で な くWilson及 びPringle71)に よ る と相

隣 る試料 間 の異 同 の判 定 を可 能 と し, Darcy83)に よ

り特 異 な 抗 原 蛋 白 の 検 出 に も 使 わ れ,又1953年

Pasteur研 究所 のGrabar & Williams65) 66)に よつ て

始 め ら れ た 免疫 電 気 泳 動 法Immunoelectroghoresie

は まず寒 天 ゲ ル 中 で抗 原 蛋 白 を電 気 泳 動 的 に分 画 し,

つい で これ に対 応 抗 血 清 を 作用 させ,寒 天 層 中の 沈

降反応 に よつて 抗 原 を 解 析 す る事 を 可能 と した.

これ らの 方法 は沈 降反 応 を使 用 す るた め に右 田67)

によ る と非 常 に鋭 敏 で あ り,極 め て微 量 の蛋 白,即

ち1～4μgの 蛋 白を も識 別 し う る特徴 が あ る.更 に

出現 した 沈 降線 を 各種 染 色 法 で 染 色す る事 に よ り化

学 的同定 を も可能 とす る.

こ れ ら の 利点 に よ り, Clausen72)ら は マ ウ スの

Plasma Cell-Leukemiasの 血 清,三 宅32)高 柳68)-70)

らは人 各 種 疾 患 の血 清 蛋 白,な か で も癌,骨 髄 腫,

白血病 な どの 血清 蛋 白や 癌 患者 の腹 水,更 に建 部73),

平 井74),石 川75),板 倉76),ら は動 物 癌,人 癌 の抽 出

液などを抗原 と して抗原蛋白の解明 に大いに利用 し,

役立ててい る.

これらの事よ り私 は第1篇 で 述 べ たC58白 血病

マウス肝脾Fluorocarbon処 理液 及び対照 としてC58

正常 マウス肝脾Fluorocarbon処 理液 を 使用 し,こ

れを抗原と し,特 異な抗原 の有無,更 に又特異な抗

原が存在すれば,そ れがいかなるものであ るかにつ

いての検討のため, Ouchterlony法 及び 免疫電気泳

動法 による解析を試み,更 に現れた沈降線 について,

い くつかの染色 を行 ない興 味ある知見を得たので報

告す る.

第2章　 実験材料並びに実験方法

第1節　 実験材料

まず抗原並 びに抗血清は1篇 で述べた ものと同 じ

ものを使用 した.

次 に吸収抗血清 につ い て は,緒 方44)の 方 法によ

り1篇 で使用 した抗 白血病 マウス肝 脾Fluorocarbon

処理家兎血清に正常 マ ウ ス抗原を大体Dean-Webb

の最適比 の割 に加 え て, 37℃ に3時 間, 4℃ に1

夜放置 し,生 じた沈降物を強 く遠心沈澱 して除き上

清を吸収抗血清 と した.
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第2節　 実 験 方 法

第1項　 Ouchterlony法

大 体Wilson & Pringle77)の 術 式 に従 い,松 橋78),

鈴 木79),高 柳80)の 方法 を参 考 に し て 行 な つ た.す

な わ ち シ ャー レに1.3%精 製 寒 天 液 を10ml入 れて

固 ま らせ,そ の上 に図1の 如 く真 鍮 製鋳 型 を 置 いて,

さ らに 上記 寒 天 液 を 約15ml加 え て 固 ま らせ,充 分

固 まつ た後 に鋳 型 を 抜 くと池 が で きる.

図1　 Onchterlony法 の寒 天 シ ヤー レ

(a)

(b)

この池に抗原,抗 血清あるいは吸収抗血清 を入れ

て4～7℃ の冷蔵庫 中の恒湿箱に入れて放 置 し,沈

降線 の出揃つた時に(5～15日)写 真撮影 して 記録

した.

第2項　 免疫電気泳動法

高柳80), Kohn81), Wunderly82)の 方法に従 つた.

1)寒 天板の作製

ガ ラス板(16.5×13cm)を 支持台 と して厚さ1.5

～2mmの 寒天層 をつ くる.こ の寒天は4%精 製寒

天 に燐酸緩衝 液(pH 7.5, μ=0.12),蒸 溜水,マ

ーゾニ ンを加 えて1 .3%の 濃度 とした.

尚,寒 天はDifcoの 寒天を使用 した.

次 に図2の よ うに寒天板 の両端 に濾紙片(東 洋

No. 51)を のせ,中 央部 には鋳型を置いて,さ らに

上記寒天液を加 え,厚 さ5mmの 寒天層 と する.

寒天が充分 固まつた後に鋳型 を抜 きとれば抗原池

と抗血清溝がで きる.

図2　 免疫三電気泳動法

2)電 気泳動法

上記 の寒天板をGrassmann型 泳動函 の濾紙枠に

置き,両 端の濾紙片を燐酸緩衝槽 にひた し電極槽に

は5%塩 化カ リを入 れ,抗 原池 にFluorocarbon処

理液を0.04ml入 れて電圧140～160V,電 流7～11

mAで12～15時 間泳動 した.

3)抗 原抗体反応

泳動終 了後,寒 天板を泳動装置か らはず し,抗 血

清溝に抗血清 あるいは吸収抗血清を0.6～0.8ml入

れて4℃ ～7℃ の 湿室 中に 放置 し,沈 降線の出揃

つ たときに(5～15日)写 真撮影 して記録 した.

第3項　 沈降線染色法

1)固 定法

右 田67)の方法 に従つた.沈 降線 の 出現 した寒天

板を生理 的食塩水(0.9%)の 中に浸 して反応 にあ

づか らない余分 の蛋白を洗 い流す事によ り反応を と

める.

尚,生 理 的食塩水は十分 に使い, 3時 間毎 に生理

的食塩水を3回 換え,最 後に10～15分 間蒸溜水 に浸

して食塩を除 く、

次 に濾紙を寒天板の大 きさに切 り,寒 天板の上面

にあてて37℃ で乾燥する.

2)染 色法

a)蛋 白染色

森,小 林84)の 方法 に よ る.固 定 した 寒 天 板を

Amidoschwarz 10B液 に20分 浸 した後, 5%酢 酸水

にて10分, 10分, 30分, 10時 間脱色 した後,風 乾す

る.

b)リ ポ蛋 白染色

森,小 林84)に よ り述べ られ て い るSudan Black

 Bに よ る.つ まり60%エ タノールに飽和にとか し,

沸騰 させ冷却 後濾過,濾 液を60%エ タノールで2倍

に稀釈 し,こ の中に寒天板を30分 ～3時間浸 して染

色 し, 50～60%あ るいはそれ以下 のエタノールで洗

うか,流 水で短時 間洗つて余分 の色素を除 く.
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C)ム コ蛋白染色

佐藤85)の述べてい る方法 による.ま ず ヒ ドロキ

シルア ミン塩酸塩溶液の中に15分,固 定 した寒天板

を入れ,次 いで15分 間流水 中で水洗の後,過 沃度酸

水溶液中に10分 間浸 し,つ いで又10分 間流水中で水

洗の後Schiffの 試薬を使用直前に2倍 に 稀釈 した

ものの中に3分 間浸 した後,亜 硫酸水溶液 中に2分

間ずつ3回 入れた後,グ リセ リン亜硫酸水 に60分 間,

 3回 入れた後,乾 燥器内にて乾燥す る.

d)糖 蛋 白染色

森,小 林84)の 述べてい る方法 に よ る.ま ず固定

した寒天板を0.5%過 沃度酸水溶液に5分 間浸 し,

次いで蒸溜水で30分 間洗い, Schiffの 試薬にて15分

間染色 した 後,亜 硫酸水(1N-HCl 10cc,メ タ重亜

硫酸 カ リ1gに 水を加え て200ccと す る)に て 数

分～数十分宛3回 洗 う.次 いでこの まま乾燥 さす.

e)Feulgen反 応

青木,小 林86)が 述べてい る方法 に よ る.固 定 し

た寒天板を60℃ に温めた1N-HClの 中に4～10分

入れ る.次 いで水洗 した後Schiffの 試薬に30分 ～1

時間入れて発色 させ る.次 いで亜硫酸水 で3回,各

3分 宛分別 した後,水 洗乾燥す る.

第3章　 実験成績

まず第1節 では免疫電気 泳動法を使用 してC58正

常 マウス抗原を泳動分析 し,そ れ と抗正常 マウス家

兎血清の間 に反応 を行なわせ,抗 原稀釈,抗 血清稀

釈,そ して 出現 する沈降線について検討を行 ない,

第2節 では免疫電気泳動法を使用 して, C58白 血病

マウス抗原 とC58正 常 マウス抗原 を泳動分析 し,こ

れ らと各抗 白血病血清あ るいは吸収抗白血病血清 と

反応 させて正常抗原 にみ られない 白血病抗原の沈降

線の検索 を試み,第3節 では第2節 で見 出され た特

異と思われ る沈降線 について両 白血病抗原に於 ける

特異性及 び共通性 についての検討をOuchterlony法

を使用 して試み,第4節 ではそれ ら白血病抗原 に特

異的に現れ る沈降線 について各種染色を行 ない,そ

の染色性 によりその性質 を検討 した.

これを以下に順次 のべ る.

第1節　 C58正 常マウス肝脾Fluorocarbon

処理液(Nと 略す)に つ い て免 疫

電気泳動法による検討

Nを 抗原 とし,抗C58正 常マ ウス肝脾Fluorocar

bon処 理家兎 血清(Anti Nと 略す)と 反応 させ て

抗原稀釈,抗 血清稀釈,出 現沈 降線 に つ き検討 し

た.

尚,泳 動位 は正常血清をあ らか じめ同じ条件で泳

動分析 し,そ の後,染 色 して 出来 た分 画位 に従 つ

た.

第1項　 Nの 稀釈についての検討

寒天板 の抗原池 にNの0.04mlの 原液, 2倍, 3

倍, 4倍, 8倍 稀釈液を入れて泳動分析 した後,同 時

にAnti Nを 反応 させ るとNの 濃度 が次第 に減少 す

るにつれて沈降線の数及び濃度が減少 する.従 つて

抗原原液を抗原 とす る必要が ある事 が判 明 した.

第2項　 Anti Nの 稀釈 についての検討

Nを0.04ml泳 動分析 した後に, Anti Nの0.6

mlの 抗血清原液, 2倍, 3倍, 4倍, 8倍 稀釈液を同

時に反応 させ ると,抗 原稀釈 の場合 と同様 に沈降線

の数及び濃度が抗血清の稀釈 につれて減少す る.従

つて抗家兎血清 は原液のまま用い る必要があ る事 が

判 明 した,

第3項　 免疫電気 泳動法によ り, Nに 出現

す る沈降線 についての検討

第1項,及 び第2項 の結果 より反応 には抗原,抗

血清 とも原液を使用 した.

まず寒天板 の抗原池に, Nを0.04ml入 れて電気

泳動 した後,抗 血清溝にNで 免疫 した抗家兎血清,

 Anti Nを0.6ml入 れて反応 させ ると最低2本,

最高5本 の沈 降線が認め られた(写 真1).

この沈降線 に陽極側か ら順 に①～⑤の番号を附 し,

正常血清の電気泳動分屑 と対比す ると,(図3),

Albumin　 位 ………①

α-Globulin　位 ………②

β-Globulin　位………③④⑤

となる.

尚,こ の各 沈降線について の出現頻 度について述

べると全30例 中に於いて, ① は22例, ②は8例, ③

は11例, ④は25例, ⑤ は30例 全例 に認め られた.

第2節　 C58白 血病 マウス肝脾Fluorocar

bon処 理液 の 免疫電気泳動法 に よ

る検討

第1項　 C58白血病 マ ウス肝脾Fluorocarbon

処理液 とこれに対応す る抗血清及

び吸収抗血 清との反応

本項では正常マウス抗原に存在 しない異 常蛋 白因

子の検索を主 眼としたが,免 疫電気泳動法では通常,

泳動分析 した抗原 とこれに対応す る抗血清 とが反応

して生ずるパ ターンに よつて抗原を解析する.従 つ

て抗白血病 マウス家兎血清 に対 して泳動分析 した対
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写 真1

図3　 N+ Anti N

N: C58正 常 マ ウス抗 原

Anti N:抗C58正 常 マ ウス血 清

照 と しての正常 マウス抗原 と白血病 マウス抗原を同

時に反 応させて,両 者 の沈降線を比較すれば,量 的

あるいは質的な色 々の相違を指 摘す ることが出来 る.

更に,抗 白血病マ ウス家兎血清か ら正常マ ウス抗原

に対応 する抗体を除去 した吸収抗血清に対 して,泳

動分析 した対照と して の正常 マウス抗原 と白血病 マ

ウス抗原を同時に反応 させて,両 者の沈降線 を対比

すれば正常マ ウス抗原 にはみ られない沈降線 をもつ

とも明確 にす る事が 出来 る.

1) C58リ ンパ 性白血病 マ ウス肝脾Fluorocarbon

処理液(Lと 略す)と それ に対応す る抗家兎

血清及び吸収抗家兎血清 との間の反応

NとLを 泳動分析 し同時 に抗 リンパ性 白血病 マウ

ス肝脾Fluorocarbon処 理 家 兎 血 清(Anti Lと 略

す)を 反応 させて対比 すると, N側 は対照 と同 じで

あつたがL側 に於いては(写 真2,図4)対 照に加

うるに α-Globulin位 に1本(L① と名づける),又

β-Globulin位 の対照の④ と⑤ の線の 間 に も1本 の

沈 降線(L② と名づけ る)が 認 められ た.こ のL①

及 びL② がNに 存 しない事 を確認す る た め に,更

に吸収抗 リンパ 性 白血病 マ ウ ス 肝脾Fluorocarbon

処理家兎血清(Anti L-Nと 略す)に 対 して 泳動

分析 したNとLと を同時 に反応 させて対比すると図

5に みられ るよ うに, L① 及びL④ はL側 だけに存

在 し, Nに は存 しないことを確認 した(写 真3).

又,こ れ らのNに みられない沈 降線はLの 全例で

ある14例 の うちL① は4例 に, L② は8例 に認めら

れた.

2) C58骨 髄性 白血病 マウス 肝脾Fluorocarbon処

理液(Mと 略す)と これ に対応 す る抗家兎血

清及び吸収抗家兎血清 との間の反応

NとMを 泳動分析 し,同 時に抗骨髄性 白血病 マウ

ス肝脾Fluorocarbon処 理 家兎血清(Anti Mと 略

す)を 反応 させて対比す るとN側 は対照 と同様であ

つたがM側 において は図6の 如 く対照の沈降線④と

⑤ の間 に2本 の沈 降線(M① 及 びMgと 名づける),

を認めた.

このM① 及 びM② がNに 存 しない事を更 に確実に

み るためにNとMを 泳動分析 した後に吸収抗骨髄性

白血病 マウス肝脾Fluorocarbon処 理家兎血清(Anti

 M-Nと 略す)を 同時 に反応 させて対比す ると,図

7に み られ る如 くN側 には沈降線 はみ られずM側 に

のみM① 及びM② が認め られ た(写 真4).

又,こ れ らM① 及びM② はMの 全例, 16例のう
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写 真2

図4

N: C58正 常 マウ ス抗 原　 L: C58マ ウス リンパ 性 白血 病抗 原　 Anti L:抗C58マ ウス リンパ性 白血 病血 清

図5

N: C58正 常 マ ウス抗原

L: C58マ ウス リンパ 性 白血 病抗 原

Anti L-N:吸 収 抗C58マ ウス リン パ性 白血

病 血 清

写 真3



348 高 木 健 作

図6

N: C58正 常 マ ウス抗 原

M: C58マ ウス 骨髓 性 白血 病 抗 原

Anti M:抗C58マ ウス骨 髓 性 白 血 病血 清

図7

M: C58マ ウス骨 髄 性 白血 病抗 原

N: C58正 常 マ ウス抗 原

Auti M-N:吸 収抗C58マ ウス 骨髓 性 白血 病 血 清

写 真4
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ちM① は8例 に, M② は11例 に認め られた.

尚, MとAnti MでM① 及びM② が わか りに く

い場合があるが,対 照の④及び⑤ におおわれている

事があ るためであ る.

第2項　 C58白血病マ ウス肝脾Fluorocarbon

処理液 とこれ に非対応 であ る他病

型の抗家兎血清及び吸収抗家兎血

清 との交叉反応

前項において各 白血病抗原にはそれぞれNに み ら

れない沈降線の存在す る事を記 した.

しか し,こ れ らの沈降線が各病型の白血病抗原 に

特異であるか否かをさらに精細 に吟味するために,

白血病抗原 と他病型の抗家兎血清及び吸収抗家兎血

清との交叉反応を行なつた.

1) LとAntiM及 びAnti M-Nの 交 叉 反 応

LとMを 泳動分析 した後 に,同 時 にAnti Mを 反

応 させ ると,図8の 如 くM側 は前項 と同 じ くM①

及びM② が認められたが, L側 にお い て も対照 に

加 うるにL② と同 じ位 置 に沈 降線(L③ と呼ぶ)

がみ られ た(写 真5).

このL③ はM② と略対照 的に現れたが,更 に確

実 にするためにNとLを 泳動分析 した 後, Anti M

-Nを 同時に反応 させ る と図9の 如 くN側 では沈

降線 は現れなかつたがL側 にはL③ が現れた(写 真

6).

さてMとAnti M-Nの 間 の 反応 で はM① と

M② の2本 の沈 降線が現われ るの で あ るが, Lと

Anti M-Nの 間にはL③1本 しか認め られない.

これはAnti M-Nの 中にはM① 及びM② に対応

する抗体が存在す るのであるか らLの 中にはM① か

図8

M: C58マ ウ ス骨 髓性 白血 病 抗 原

L: C58マ ウス リンパ 性 白血 病 抗 原

Anti M:抗C58マ ウス 骨髓 性 白血 病 血 清

写 真5
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図9

N: C58正 常 マ ウス抗 原

L: C58マ ウス リンパ 性 白血 病 抗 原

Anti M-N:吸 収 抗C58マ ウス骨 髓 性 白血 病 血 清

写 真6

M② のどちらかに対応す る抗原蛋 白分屑 が存 しない

証明となる.

こうしてM① 若 しくはM② の どちらかはMに 特

異であると考え られ るが出現 する位 置よ りM① が

Mに 特異な ものであろうと考え られ る.

2)MとAnti L及 びAnti L-Nの 交 叉反 応

MとNを 泳動分析 した後に同時 にAnti Lを 反応

させ ると,図10の 如 くN側 は対照 と同 じであつたが,

 M側 ではM② と同様 の場所に沈降線が1本(M③ と

名づけ る)認 め られた(写 真7).

更 に,こ れ について確実 にす るために, MとNを

泳動分析 した後に,同 時 にAnti L-Nを 交叉 させ

ると,図11の 如 くN側 には沈降線 は認め られなかつ

たがM側 にはM③ を認めた(写 真8).

ここでLとAnti L-Nの 間には, L① 及 びL②

の2本 の沈降線をみ ること に よ り, Anti L-Nの

中にはL① 及 びL② に対応す る抗体が 存在 す るの

であるか ら, Mに はL① の 出現位 置 に 沈降線がみ

られない事 より, L① に対応する抗原蛋白分屑 が存

在 しない事がわかる.

これによ り, L① はLに 特異な沈降線 であ る事が

確 かめられた.

第3節　 C58白 血病マウス肝脾Fluoroc

arbon処 理液 特異蛋 白分層の

Ouchterlony法 による検討

免疫電気泳動法 による各種の実験に於 いて,出 現

した特異 な沈降線について,こ れ らが両 白血病抗原

間に共通性 のあ るものか どうか,又 各 白血病抗原に

特異なものであ るかについてOuchterlony法 により

更に検討 した.

第1項　 N, L, MとAnti M-Nと の間の

反応
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図10

M: C58マ ウス骨 髓 性 白血 病 抗 原　 N: C58正 常 マ ウス抗 原　 Anti L:抗C58マ ウス リンパ性 白血 病血 清

写 真7

図11

N: C58正 常 マ ウス抗 原

M: C58マ ウス骨髓 性 白血病 抗 原

Anti L-N:吸 収 抗C58マ ウス リンパ 性 白血

病 血 清

写 真8
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寒天 シャー レの 中央池 にAnti M-Nを0.2ml

入 れ,周 囲の各池 にN, L, Mを それぞれ0.1ml宛

入れて観察 した.

すなわ ち図12の 如 くAnti M-NとMの 間には

2本 の沈降線が現れ る.こ の沈降線がM① 及びM②

である事 は免疫電気泳動法よ り明 らか で あ り,又

Anti M-NとLの 間には沈降線が1本 み られ るが,

これがL③ である事は 免疫電気泳動法 よ り明 らか

であ る.

所でL③ と連なつて い るAnti M-NとMの 間

の沈降線 は免疫電気泳動法 より考え合せて, M② で

あり, L③ とM② は同一の沈降線で あると云え る.

又, NとAnti M-Nと の間には沈降線がみ られ

ない事 よ りM① 及びM② はNに 存 しない沈降線で

ある事がOuchterlony法 によつて も再確認 され た

(写真9).

第2項　 LとAnti M-N, Aati L-Nと

の間 の反応

寒天 シ ャーレの各池 に0.2mlず つL, Anti M-

N, Anti L-Nを 入 れて反応 させ ると図13に みられ

るよ うな沈降線が得 られた(写 真10).

すなわち, Anti L-NとLの 間 に は2本 の沈降

線が現 れるが,こ れはL① 及びL② で あ る事は免

疫電気泳動法か ら明 らかであ り,こ の 内の1本 は

Anti M-NとLの 間の沈降線L③ と連なつている.

しか るにL① は免疫電気泳動法によつて位 置的に異

なつてお り, L③ と連 なつてい る沈降線がL② であ

る事は明らかである.

よつてL② とL③ は同一のものである といえる.

この事 から第1項 と第2項 の 実験 よ りL② とM②

は免疫学的に同一 であると云え る.

又L① はLに 特異なものであり, M① はMに 特

図12

写 真9
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図13

写 真10

異なものであると云え る.

第4節　 特異沈降線の各種 染色法によ る検討

まずAmidoschwarz 10 Bに よ る蛋 白染色 で は良

染 した.次 にSudan Black Bに よ る脂蛋白染色及

びFeulgen反 応に於 けるDNAを しらべた が沈降

線の染色性 はみ られな かつた.

更に ムコ蛋白染色,糖 蛋白染色 を行なつたが,こ

の染色では僅かに染色性がみ られた.

両染色 の比較ではム コ蛋白染色 の方が僅かに強 く

染つた.

第4章　 総 括 並 び に考 按

免 疫 電 気 泳 動 法 な らび にOuchterlony法 に よ る

解析 に よ り, C58白 血 病 マ ウス肝 脾Fluorocarbon処

理 液 に は,正 常 マ ウス 肝 脾Fluorocarbon処 理 液 に

み られ ない 両 白血 病 間 に共 通 な沈 降線 が電 気 泳 動 的

に β-Globulin域 に存 在 し,骨 髄 性 白血病 マ ウ ス肝

脾Fluorocarbon処 理 液 に は β-Globulin域 に その病

型 特 異 の沈 降 線 が存 在 し,又 リンパ 性 白血 病 マ ウ ス

肝 脾Fluorocarbon処 理 液 に は α-Globulin域 に その
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病 型に特異な沈降線 が認め られた.

これ により両白血病 マウス抗原 には,正 常マウス

抗原 に存在 しない 共通 な 抗原因子 が 電気泳動的 に

β-Globulin域 に存在 してい る事が証 明され,更 に骨

髄性白血病 マウス抗原 には電気 泳動的に β-Globulin

域に,リ ンパ性 白血病 マウス抗原には電気泳動 的に

α-Globulin域に特異な抗原因子が存在 す ることが証

明 された.

三宅32)は 人 の 骨髄性 白血病,リ ンパ性白血病,

単球性白血病 の患者血 清を それぞれ 家兎 にFreund

のAdjuvant法 によ り抗家兎血清を作製 し,免 疫電

気 泳 動 法及びOuchterlony法 に よ り患 者 血 清 を

検討 し,白 血 病患者血清には正常人血清 にみ られな

い2つ の特異 な蛋 白分屑,す な わ ちmy-Globulin

とl-Globulinが 存在 し,こ の2つ の 蛋 白分屑 は,

いずれ も電気 泳動的には大体 β2-Globulinの位 置に

あ り,骨 髄性 白血病患者血清 で は7例 全例 にmy-

Globulinが 存在 し,そ の中の3例 にはmy-Globulin

とともにl-Globulin存 在す る事を 証明 した.し か

もこのmy-globulinは 骨髄 性白血病 に特異約 で あ

り,リ ンパ性,単 球性白血病の患者血清 にはまつた

く証明 されなかつた と述 べてい る.

一方 リンパ性 白血病 では急性 型の3例 においてl-

Globulinの 存在を証 明 し,慢 性型 で は 正常血清 と

異 なつた蛋白分屑を証 明する事はできな く,単 球性

白血病血 清で は5例 全例 にl-Globulinの 存在 を証

明 し得た と述 べてい る.

私は この報告 に よ りC58白 血病マ ウス の血清を

分離 し, C58白 血 病 マウス肝脾Fluorocarbon処 理

液 で免疫 した抗家兎血清 と反応 させたが沈降線 はま

つた く認められなかつた.

これによ り,少 な くとも私 の認めた特異な抗原蛋

白分屑 は,三 宅32)の 云 う血清中の特異 な蛋 白分屑

とは異 なつた ものであ ろうと考え られ る.

さて,こ れ らの特異蛋 白分屑 が認め られた り,認

め られなかつた りする事であ るがKlein87)はMe

thylcholanthrenに よつて同 じ系統 の マ ウスに 生ぜ

しめた腫瘍抗原 の間 に個体によつて差のある事を報

告 してお りGraham76)ら の人癌 につい て の 研究で

も同様であ る.こ れ らの報告 によると同 じく,私 の

実験動物 たるC58白 血病 マウスにおいて も,個 々の

例 においては抗原 に差異があ り,つ まり個体差 もあ

る程度に考 え られ,又 それと共 にマ ウス個 々の一時

期 しかみていない事,つ まり個 々のマ ウスの経過を

追つた動 的な観察でな しに静的 な観察 しか出来ない

事 に よ るた め の差 異 も充 分考 え られ る.

第5章　 結 語

C58正 常 マ ウス肝 脾Fluorocarbon処 理 液及 びG58

白血 病 マ ウ ス肝 脾Fiuorocarbon処 理 液 に つ い て,

それ等を抗原 と し,そ の抗原で免疫 した各抗家兎血

清及び各吸収抗家兎血清 を組合せて,免 疫電気泳動

法, Ouchterlony法,沈 降線の染色を行ない検討 し

たが,得 られた結論は以下 の如 くである.

1)正 常 マウス抗原 に はAlbumin域 に1本 α-

Globulin域 に1本, β-Globulin域 に3本 の 沈降線

があ らわれ る.〓 し,こ の沈降線 は必ず しも全例 に

現れ るとい うのではない.

2)リ ンパ性 白血病抗原には α-Globulin域 に1本

の特異な沈降線を, β-Globulin域 に骨髄性 白血病抗

原と共通な正常抗原 にない特異な沈降線が存在す る.

3)骨 髄性 白血病抗原には β-Globulin域 に1本 の

特異な沈降線を認め, β-Globulin域 に リンパ性白血

病抗原 と共通な正常抗原にみ られないも う1本 の沈

降線を認めた.

4)特 異な沈 降線 は,一 般 蛋白染色では よ く染ま

り,ム コ蛋白染色,糖 蛋白染色では僅か に染色 され,

脂蛋白染色, Feulgen反 応 では染 まらなかつた.

第6章　 全篇の総括

白血病 ウイルス純化 の 方法 と してFluorocarbon

処理 したC58白 血病 マウス肝脾を抗原として行なつ

た,第1篇 及び第2篇 の実験 について総括すると,

対 照実験 として正常 マウス抗原 に対する同抗血清に

対 して の重層法沈 降反応では単一系反応の形の場を

示すが,免 疫電気泳動法では5本 の沈降線を認め,

 5つ の反応系の集合 した ものであり,又 正常マウス

抗原 と白血病マ ウス抗原の間には共通 した抗原が存

在 する事が重層法及び免疫電気泳動法に於いて確認

された.

次 に白血病マ ウス抗原において は重層法沈降反応

において も正常 マ ウス抗原 と比較 して複雑な多種反

応系を示す事か ら正常マ ウスにない抗原 の存在が考

え られ たが,免 疫電気泳動法及びOuchterlony法 に

よ り両 白血病 マウス抗原 に共通 であり,且 つ正常マ

ウス抗原にない抗原因子 は電気泳動的に β-Globulin

域にあ り,又 骨髄性 白血病マ ウス抗原に特異な抗原

因子 は電気泳動的 に β-Globulin域 に,リ ンパ性白

血病 マ ウス抗原 に は α-Globulin域 に,特 異な抗原

因子が存在す る.
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又 この特異 な 抗原因子 で あ る沈降線 はDNA,

 Lipoproteinは 殆んどないか或 は微量 であ り,糖 蛋

白及びMucoproteinは 僅 かに存在す る.

又, Fluorocarbon処 理液中には電顕的にウイルス

粒子を認め,又 その液をC58新 生 マウスに注射 して

白血病の発生をみておる事などよ り,こ の液はウイ

ルスに深い関係があると考え られ,両 白血 病に存在

する特異な蛋白分屑は ウイル ス蛋白ではないかと推

測 される.

稿を終えるにあた り,終 始御懇篤 な御指導と御校

閲 を賜わつた恩師平木 潔教授並びに角南宏講 師,又

実験に際 し多大の御教示 を戴いた倉敷 中央病院内科

医長三宅康夫博士,同 病院研究室主任高柳尹立博士

に深 く感謝する.

尚,本 稿の要 旨は昭和38年10月 第22回 日本癌学会

総会において発表 した.
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Immunological studies on viral mouse leukemias

II. A study by Ouchterlony's immunodiffusion

 method and immunoelectrophoresis

by

Kensaku Takaki

Department of Internal Medicine Okayama University Medical School

(Director: Prof. Kiyoshi Hiraki)

Author's Abstract

By means of Ouchterlony's immunodiffusion method and immunoelectrophoresis the author 

analyzed fluorocarbon-extracted antigens from spleens and livers from 30 C 58 leukemic mice 

(16 myelogenous, 14 lymphocytic) and obtained the fellowing results.

1) Immunoelectrophoresis of normal antigens showed the presence of at least 2•`5 preci

pitate components in the region of albumin, ƒ¿-and ƒÀ-globulin of normal serum.

2) The precipitate line specific to lymphocytic leukemic antigen was observed in the region 

of ƒ¿-globulin of normal serum.

This line was found in 4 of 14 cases.

3) The precipitate line specific to myelogenous leukemic antigen was observed in the 

region of ƒÀ-globulin of normal serum. It was found in 8 of 16 cases.

4) The precipitate line common to both lymphocytic and myelogenous leukemic antigens 

but absent in normal antigen was found in the region of ƒÀ-globulin of normal serum. It was 

detected in 8 of 14 lymphocytic leukemic cases and in 11 of myelogenous leukemic cases.

5) Staining of these lines specific to viral mouse antigens revealed that these precipitate 

lines contained proteins consisted of mucoprotein, glycoprotein and a trace of lipoprotein. The 

amount of DNA, however, was considered very small or entirely absent.


