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In order to elucidate the pathological aspects of infection with Adenovirus in 

experimental animals, and in order to investigate the specificity of the immunofluo・ 

resc巴ntantibody technique as a demonstration of Adenovirus infection, healthy 

cynomolgus monkeys were inoculated orally through a polyethylene stomach tube 

or intravenously with 109 TCD 50 of human Adenovirus (Type 2) and then sacrificed 

at regular intervals. The virus in the tissues and organs of monkeys was examined 

by indirect immunofluorescent antibody technique with parallel histopathologic 

observation and by virus isolation from tissue homogenates with KB cells. 

Indirect-immunofluorescent antibody technique can demonstrate specific Ade・ 

novirus antigen in tissues and organs of infected monkeys. Problems of the technique 

especially about the non-specific staini・ng are also dis<;ussed, 
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1961年， Ross埼玉小児腸重積症の腸間膜リ ンパ節，

糞便，咽頭ぬぐい液よりアデノウイルスを分離し，さ

らに術後に血清補体結合抗体価が上昇することを報告

して以来， Gardnerll.4】・ Putten5九BelJ6l,Whiten, 

らが同様の報告をし，今や乳幼児腸重積症の原因とし

て，腹部内臓外科分野におけるアデノウイル感染症が

注目されるに至っている．

われわれもまた，虫垂炎，腸重積立，腸間膜リンパ

節炎，限局性回腸炎等の原因あるいは Triggerとし

てのウイルス感染に注目し，今まで感染実験およば臨

床例の検討を重ね，数多くの報告制・丸山，Ill,12）をして

来たが，このたびは，アデノウイルスの感染実験を行

い多くの知見を得ている．本稿は，その実験l乙際しウ

イルス検索法のーっとして用いている鐙光抗体法の有

用性どその問題点について検討してみたものである．

実験材料および実験方法

1.実験動物

日本モンキーセンターより直送された， 体重 2.0～

2.3 kgの成熟カニ・クイザルで， 実験にさきだち，使用

アデノウイルスに対する血清中和抗体法を測定し，い

ずれも使用アデノウイルスに感染していないことを確

認したものである．

2.感染材料

小児腸積症のさい分脈されたアデノウイルスのう

ち，文献上一番多〈報告されている2型を用いること

をし，京都大学ウイルス研究所保存のアデノウイルス

2型（AD-6株） を組織培養下の KB細胞によって

増摘させたものを使用した．

3.感染方法

経口接種およぴ静脈内接種を行った．経口接種には

ポリエチレンチュープを胃内IC挿入して上記ウイルス

液 109TCDso相当を注入し，静脈内接種には，同じく

109TCDsoを大腿静脈に注射した．

4.検索方法

a.鐙光抗体法

抗血清作成： 1次抗血清は， 前記ウイルス液 108

TCDso相当を Freundの incompleteAdjuvantと

充分混和したのち，正常家兎の筋肉内に，週2図ずつ

計8回注射し， 最後に boosterとしてウイルスのみ

を注射， 2週間後に採血したもので，アデノウイルス

2型に対して1024倍の中和抗体価を示すものである．

2次抗血清は， 抗家兎rグロプリンー山羊グロプリン

を FITCでラベルしたもので， その蛋臼対色素結合

モノレ比は 1.25である．

検索材料－ 末梢血塗沫標本ヒ臓器切片について検索

した．すなわち血液塗沫標本は接種後連日作成し，

4℃， 95%エタノールで30分間闇定したのち－20℃1r.

保存， 48時間以内に染色した．一方屠殺は接種後ほぜ

5日毎におこない， 25にわたる臓器を採取し， 4℃，

95%エタノールで24時間固定し，ついで4℃無水エタ

ノールで48時間脱水し，キシロールを通したのち，56

℃パラフィンで15分以内に包埋し，切片作成後は24時

間以内に染色した．

染色方法： Coons－浜島13）による間接法を用いた．

抗血清は，あらかじめ正常カニクイザル肝臓のアセト

ン抽出粉末で充分に吸収し， 1次抗血清は8倍， 2次

抗血清は2倍に希釈して使用した．なお反応条件は，

l次， 2次反応、ともに37℃． 2時間とした．

一方， コントロールとして， 非感染サソレの各臓器お

よび末梢血塗沫標本を染色するとともに，感染群につ

いては，正常家兎血清および同様にして作成した抗ア

デノ12型家兎血清，抗コクサツキ－ Bs型家兎血清を

1次血清どして用いて染色した．

b.ウイルス分離

ウイルス接種後連日，血液，糞便，咽頭ぬぐい液を

採取し，一方屠殺時には鐙光抗体法検索と同様， 25に

およぶ各臓器を採取して，これらのホモゲネートを手L

鉢による細胞磨砕および凍結融解により作成し，その

上清を，組織培養下の人胎児腎細胞に接種，適時継代

を重ね， 30日間観察を行い，アデノウイルスに典型的

な細胞変性の生じたものを揚性とした．
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実験結果

a 後光m件、iL、1川見

経口接種l.llでは，全桜木ともにアデノウイルス抗原

の存在を示すような特Ji1蛍光は全く必めら れなかっ

た．

図1 ウイルス血症の時期における末梢血中の多核

白血球．細胞質内に特異蛍光を証明する．

静脈内接種群では，緩種2日後より 6日後までの末

梢血塗i事政本で，多核白血球細胞質にはっきりした後

光が証明される （図 1）.一方，非強染サ）レの場合は

全く光らない．（図2）.臓器切片では，感染初期には

わずかに腸管粘膜固有層のリンパ球様円形細胞に特異

蛍光を散見するのみであるが，接種9日後の腸管て’

は，粘膜固有層に著明な鐙光を有する多くのリンパ球

様円形細胞の浸潤を認め，特に回腸では，これらが粘

膜上l主を経て腸管腔内l乙脱落してゆくのがはっきりと

認められる．（図3）.なお，この時期には，後述する

ように糞便からアデノウイルスが分離される．腸管以

外の臓器では，わずかに肺の気管支枝の杯細胞に特異

鐙光を認めるにすぎない．

けJI！（決色では，正常君主兎lfll清および全く同様にして

作成した抗アデノ 12'¥'.l家兎I血清， 抗コクサツキー Bs

型家兎血清を l次血清と して染色したものでは，全標

本とも全く特災後光を認めなかった．一方，非接種ザ

ルの臓器切片染色で， 空腸の Lieberkiihn氏腺細胞

内に頼粒状の一見，特異的と思われる鐙光を認めたも

のがあったが，抗血清を正常カニクイサ凶ルの腸管粘膜

のアセトン抽出粉末で｜吸収したのち使用したところ，

この必光は消失した．なおこのほかの臓器には全〈餐

光を認めなかった

b. ウイルス分離成績

経口銭庫群では，いずれの検体からもアデノウイル

スは分離されなかった．一方，静脈内接種群では， 2

～4日後の末梢l飢， 2～6日後の主主便， 臓器では十二

指腸， 空脇， 回腸， 訂腸， 肝臓，心臓等から分離さ

れ，これらは殆んど蛍光抗体法所見とよく 一致してい

図2 非感染］去の末梢血塗沫標本．中央にみられる る．

多核白血球n：特異後光を認めない．

図 3 静脈内接種9日後の回腸．アデノウイ ルス抗

原をもつなリンパ球儀細胞が腸管上皮を経

℃腸管院内Ii'.'.剥落してゆくのがみられる，

考按

Coonslll.15＞が Mumps ウイ ルスの証明に畿光抗

体法を使用して以来，細胞内ウイルスの検索に後光抗

体法が広く用いられるようになり，臨床的には，ウイ

ルス感染症の早期診断への応用の報告も16》l7).!Bl I引

20) 21）数多く見られる． アデノウイルスについても，

組織培養細胞内における増勉過程や！浸染相などの観察

の報告22》23>24> 2s> r土散見されるが， 臨床例1r.~重光抗体

法を用いてアデノウイルス抗原の組織内の所在を明ら

かにしたものは，小児虫垂炎の粘膜下リンパ鴻胞の細

網細胞内にアデノウイルス 7型抗原を証明した Tobe

の報告8).9）以外は見当らない．このたびの，われわれ

の感染実験は，アデノウイルス検索法としての蛍光抗
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体法1r.，新しい知見を加え，さらにさまざまの問題を

提起している．

その第1は，検索組織切片の作成法の問題である．

従来ウイルス感染組織の後光抗体法には，凍結切片に

よるのが通例であったが， Williamson2siが New-

castle病ウイルス感染の鶏卵を 2c. 95%エタ ノー

ルで固定，パラフィン包埋法を用いて，ウイルス抗原

を特異的IC染色し， ついで Tobell>.12iらは猿による

コクサツキー Bs型ウイルスの感染実験で， 4℃. 95 

%エタノール固定， 56℃パラフィン包埋によって作成

した組織切片でウイルス抗原を明確に証明している．

これと同様に行ったこのたびの実験に於ても，後光抗

体法l乙て特異的後光を証明しえたものはすべてウイル

ス分雌でも陽性であり，アデノウイルスに関する限

り， 4℃，95°（，エ者ノーJレ固定，日c.15分間ノfラフ

ィン包埋によるパラフィン包埋法で充分目的がはたさ

れ，あえて凍結切片作成をする必要がないことが明ら

かにされた．

第2ILは，ウイルスを静脈内に接種して， 人為的と

はいえウイルス血症の状態にした場合の末梢血塗沫

標本で，多核白血球内i乙特異的鐙光を証明した事実で

ある． Hamashima21i らは日本脳炎患者の， Som-

merville2Dlはコクサツキー Bs型ウイ ルス感染患者

の末梢血塗沫標本に鐙光抗体法を用いて，白血球内ウ

イルス抗原の証明を行い， Coons山もこの末梢白血

球によるウイルス抗原の早期決定の可能性を強調して

いるが，われわれの所見はこれを実験的に再現し確認

したものである．

記ミ

／＼ 
＼ノ

園
図4 Ouchterlony ゲル内抗降反応．中央の抗ア

デノ 2型血清は右下のアデノ 2型ウイルスの

可溶性抗原 A.B.Cのそれぞれに対して明確

な沈降線を作り，左下のアデノ12型ウイ ルヌ

との閥には群共通抗！以Aに対してのみ沈降線

を作る．

第 3ILは，アデノウイルスの型特異性の問題であ

る．組織培養細胞で増殖させたアデノウイルスにはA

(Late), B (Toxin), C (Early）の3つの可溶性抗原

の存在することが知られている28）・29).30).31) とくにA

抗原は群共通抗原であると考えられており，われわれ

も2型と12型との閣に共通抗原があることを Oucht-

erlonyゲル内沈降反応で確認している（図4). 一

方， Boyer24＞らは， He la細胞内のアデノ 7型ウイ

ルスを5型ウイルスに対する抗血清によって染色し．

特異後光を認めている．ところがわれわれの実験で

は，明らかに2型ウイルスの存在が証明されている回

腸を，同様にして作成した12型ウイルスに対する抗血

清を用いて染色しても全く鐙光を認めないーつまり，

われわれの行った岱光抗体法ては，アデノウイ ルスの

型相互間＇（ 交叉反応、が見られないのである．これを一

体どう考えるか.A抗j京が酎：共通性であるという考え

は， 11111-t-乱＇i;";-1ひしゃ沈降反応に基ずく ものであるが，

後光抗体法レベルでは型によっては共通性がないの

か，或いは組織倍強細胞内と感染組織内とではアデノ

ウイルス抗原のあり方に相違ーがあるのか，現在のとこ

ろこの問題を解明する手がかりは全くないか，臨床的

tζ鐙光抗体法を用いるI祭，われわれの実験のように，

アデノウイルスが型特異的に染色されるとすれば，こ

れは極めて •F援な＇Ji夫であるといわなけ ればならな

い． 今後，検討をすすめたいと考えている．

第4ILi士，非感染猿の空腸IL非特異的蛍光が認めら

れたことである．これは猿腸’i'i＇のアセ トン抽出粉末で

抗血清を吸収することによ り殆んど消失 したこ とか

ら，おそらく分泌願料の非特異的鐙光であったろ うと

考えられる．このよう にl路管粘膜のような多隊の蛋自

の存在するl蹴探の検京を行う ときには，l汗ょによる吸

収た、けでは不一1けで，！｜易管そのもので吸収した抗血清

を使用する必要があるように思われる．

最後に，この実験で後極されたアデノウイルスが，

はたして猿の組織内で感染増殖していたのであろう

か，または単に接種されたウイルスが血流とともに各

組織に分布さ）1，あるいは多核白血球IL貧喰され，最

後に粘膜上皮を経て排出されただけであろうか．アデ

ノウイルスに典型的な核内封入体を確認していないの

で，われわれの実験だけでは，この間lこはっきり答え

ることは出来ないー 一般には人アデノウイルスは他種

動物には感染しないと言われている32）が，文献上人以

外の動物に感染させた報告も少なくない山，!4>.35). し

かしこれとて，確実にウイル－，，かl泊殖しているという
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証拠に乏しい．ただこの実験ではっきり言えること

は，生体内のアデノウイ ルス抗原の追究に蛍光抗体法

は充分にその威力を発鐸すのものであるど同時に，そ

の施行にあたってはなお幾多の問題点を残していると

いうことである．なお，アデノウイルスの感染病理に

ついては，他型ウイルスの感染実験，臨床例の検討等

をす、めているので，近々報告する予定である．

結語

小児腸重積症，腸間膜リンパ節炎，虫垂炎，限局性

回腸炎等の原因あるいは Triggerとしてのアデノウ

イルス懲決に注目し，カニクイザルに人アデノウイル

ス2型を経口的または静脈内ti:接種して，その感染動

態をウイルス分離とともに後光抗体法（間接法）を用

いて追跡した．このさい蛍光抗体法実施について次の

ような所見を得た

1) 4 c. 95%エタノール悶定， 56'C,eラフィン15

分間包埋によるパラフィン包埋切片で充分にアデノウ

イルス抗原証明が可能であり，あえて凍結切片を作成

する必要はない．

2) ウイルス血症の時期における末梢血中の多核白

血球に特異的後光を認める．これは Coonsらの臨床

例の報告を実験的ti:確認したものである．

3) 補体結合反応および沈降反応のうえで公叉する

アデノ 12型ウイルスに対する抗血清を使用したとき

は，アデノ 2裂ウイルス感染組織に特異的蛍光を認め

ない このことは， 感染組織の鐙光抗体法lζ関する限

り，アデノウイルスは型特異的i乙鐙光染色されること

を示唆する．

4) 多様な蛋白の存在する腸管に後光抗体法を用い

る場合には，抗血清を非感染腸管で充分吸収してから

使用する必要がある．

本稿の要旨は，第17回日本アレルギー学会総会（昭

和42年11月・熊本） I乙於て発表した

稿を終るに臨み，御指導御校閲いただいた京都大学

外科学教室・ t~ Iす忠司教授，京都大学ウイルス研究所

所長・値竹久雄教授及び同研究所・花岡正男教授に保

謝いたします．また本研究は京都大学病理学教室第2

実験室諸氏の協力および財団法人坂本奨学会の援助を

受けたものであり，附記して謝意を表します．
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