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消化器外科領域におけるアデノウイルス感染症の研究
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-Clinical and Experimental Investigation-

!¥AOYA MASAKI 

The 2nd Surgical Department, Kyoto University Medical School 
(Director : Prof. Dr. Yr〕Rr~oRr HrKASA) 

An etiology of appendicitis and infantile intussuception has remained obscure, although 

the association of adenovirus infection in these diseases was reported. 

In order to elucidate the pathological aspects of infection with adenovirus in appendicitis 

and infantile intussuception, mice were inoculated orally through a poly巴thylenestomach tube 

with murine adenovirus and them sacrificed at regular intervals. 

Virological, histochemical and immunohistochemical studies showed that adenovirus could 

always be isolat巴dfrom th巴 ileumfor 2 ¥¥・eeks after inoculation, but after that no virus was 

found in any tissues. 

The anti body titer in the serum against murine adenovirus rose 3 weeks after inoculation 

and numerous mesenteric lymph nodes sho¥¥・ed remarkable s日ellingat the same time. It 

resembled non specific mesenteric lymphadenitis in clinical case. 

Appendices from patients as ¥¥・ell as mice tissue 日ereexamined by the immunofluorescent 

antigen technique using FITC-labeled soluble A antigen of adenovirus type 12. 

Specific adenovirus antibody was demonstrated clearly in the plasma cells of appendix 

as ¥¥ell as adenovirus infected mouse intestine and mesenteric lymphnodes. 

In 48 of 100 cases specific adenovirus antibody producing cells can be detected in the 

lamina propria of the mucosa in this study. 

In the thymus adenovirus antibody containing cells were detected in the early stage 

after inoculation－←this findings is interesting and will be investigated further. 

Key words: Appendicitis and infantile intussuception, Adenovirus, Fluorescent antibody and 
antigen technique 
Present address: The 2nd Surgical Department, Kyoto University Medical School, Sakyo-ku, 
Kyoto, Japan. 
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第1章緒 日

外科＇／，川！こ消化器外科領域において，現在まで，

原因が不明とされて米た疾忠や，ド，J（くありふれた疾患

のうちにも，ワイルス学的lζ検索あるいは再検討して

みると，ウイルスがその発症に；＇1日、関係があると恩わ

れる一連の疾患群がある．

1955年， Kjellen11は， 非特異的腸間膜リンパ節炎

の腸間膜リンパ節から，アデノウイルスを分自Itする ζ

とに成功し，その後， Ross2131(1962）は，小児腸市積J,j.:

の成因としてアデノウイルス感引を重視し， Gardner 

4>5>(1962), Bell6> (1962）も同様の成績を報告している．

また，虫垂炎についても，戸部7)8)9)10)11)(1965〕は，

コクサツキーB型ワイルス12ll31!41あるいはアデノワ

イルス感染15）が本疾患の Triggerとして無視できない

ととを報告し，次いで Bonard, Paccaud47> (1966）は

虫垂からアデノウイルスを分出Itし，戸部の意見を肯定

した．

ζのように． リンパ組織を侵害する疾患群の病因と

して，いくつかのウイルス感染の関与が考えられる

が，特ICアデノウイノレスの感染（ま，本ワイ Jレスがリン

パ組織から分離され，その命名の起源となったよう

に，特lζ リンパ組織に強い親和性を示すこともあっ

て，殊lζ注目される．

とζろが，諸家のζれらの報告は， 血清抗体価の推

移，あるいは糞便等からのウイルス分離によったもの

で，必ずしも、陽性率は高くない．更にζれらの疾患

の切除標本で最も注目される所~ ,i_ ( i ， 腸管壁リンパ組

織，腸間膜リンパ節の増殖であるが， ζれらの組織に

ウイルス抗原を証明し得るものは少ないのである．

児玉川 〔1972）は，組織切片上の特異抗体の局在を

観察する目的で，アデノウイルスの可溶性群共通抗原

であるA抗原を川製し，これに盆光色素を標識した鐙

光抗原f去を考従し，抗アデノワイルス抗体の局在を明

らかにするζとを可能ならしめている点lζ鑑み，著者

は系統的に計画された感染モテゾレや数多くの臨床例に

ついて，従来のウイルス学的および免疫組織学的検索

と共に，後光抗原法をも併せ行ない， ζれら腹部疾患

の多くが果してアデノワイルス le_＼：： •，＼＇：によるものと考え

てよいかどうかを実験に匡してみた．

第2章実験材料並びに実験方法

第1節検索方法

I .鐙光抗原法

A f重光抗原液の作製

(1）ウイルスの増殖．アデノウイルスとしては京都大

学ワイルス研究所で継代培養されている 12型（Huie

HJを用いた．後光標識抗原としては群共通性を有す
るA抗原を用いること もあって如何なる型のものを用

いてもよいわけであるが，特lζ12型を選んだのは，ウ

イルス増殖が比較的容易であり，またA抗原を精製す

る際のDEAEセルローズカラムクロ 7 卜グラフィーの

施行に当りこの型のものを用いた際には，まずA抗原

が最初に溶出して 来るとζろから，いわゆる tailing

effect による他抗原混入の怖れが比較的避けられ得る

ものと考えたからである．

ワイルス増殖には， 単層培養した KB細胞21)を用

レ，培養液としては増殖用IC10% calf serum加 MEM

(Minimum Essential Medium of Eagle22＞〕を，また

維持用lζ1% calf serum加 MEMを夫セ用いた．

ウイルスの 100TCIDso量を，予め Rouxビンlこ単

！畜培養しておいた KB細胞に接種し， 1時間吸着せ

しめた後更に 1% calf serum加＇.＼1E'.¥130 mlを加
え37℃で培養した． 3～4日後，アデノウイルス特有

の細胞変性効果 （CPE）が全細胞にみられるようにな

ったととろで回収し， 2,000rpm10分間遠沈し細胞沈

透のみを約 2.5mlの Earle液lζ再浮遊せしめた． 次

いで， ζれをドライアイス加アセトン液により 5固に

亘りくり返えし凍結融解し培養細胞を崩壊せしめた上

2,000 rpm 10分間遠沈し，その上清を粗ワイルス液

とした．

(2）ウイルス可溶性抗原の精製：上記の方法ICより得

られた担lウイノレス液lζフロロカーボン23 1 を等；；~ 混和

し， 1分間撹持後， 2,000rpm 3分間遠沈，上 清液

を採取，同様の操作を3固くり返して粗ウイルス液の

リポ蛋白を除去した

更に，乙れをカーボワ ックスにより濃縮24）し，蛋白

濃度がほぼ1.0mg/dlとなるように調整した なお．

蛋白浪度の測定には Folin-Phenol法2引を用いた

次いで， DEAEセルローズクロマトグラ フィ＿26'

27）加を行なうわけであるが， その際まず II¥-Na OH 

溶首長，次いで 1:¥-HCl溶液， I:¥':¥'aOH溶液といっ

た具合に順次 DE.'¥Eセノレローズ（0.80mEq/gr）を

.IL持しそれを活性化せしめたlも更にその沈糠液が

Jまぽ中性になるまで充分に蒸溜水で洗い、然、る後直径

1 cmのカラム！こ約10cmの高さまでそれを充填し

た 斯くして後、pH7.0, O.OlMリン駿緩衡液液で 2

日間洗樵をつづけ充分にそれを飽和せしめた．
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一方，濃縮粗ワイルス液も， pH7.0, O.OlMリン酸

緩衝液で24時間透析し，全量を4～5mlとした．カ

ラム内緩衝液をセルロース。笛ぎりぎりになるまで滴下

させ，その上に上記ワイルス液を静かに加え， 1分聞

に約 0.5mlの速さで滴下するようにならしめた． ウ

イノレス液の上面がセルローズ面に達した後は， 0.01

:VI NaCl加リン酸緩衝液から順次0.025M, 0.05M, 

0.075M, O.lM, 0.125M, 0.15M, 0.2M NaClを含む

O.OlMリン酸伐街政IOmlを夫々用いて段階的lζ溶出

せしめ，分画1～8各lOmlを得た．

こうして得られた各分画液について，夫々抗アデノ

ウイノレス12型ウサギ免疫血清との聞に補体結合反応を

行ない，更に Gel内沈降反応〔Ouchterlony法制）を

も行なって，群共通抗原（A抗原〉含有分画を決定し

た．図 llこ示すようにA抗原の大部分は， 0.01～0025 

M-NaCI分画中に含まれている．

(3）抗原の標識： A抗原液は，蛋白量が1.5mg. ・a1 に

なるように， カーボワックスにより濃縮し， veronal 

bufferを ll透析！こより pH8.7とした．次いで， ζの

抗原液を小ビーカーに移し， 7グネチックスターラ

で泡立ちのないように撹持しながら，その上lζ予め少

量の veronalbuffer lζ溶解しておいた FITC(Fluo 

rescein Isocyanate, BBL製） 5 mgを静かにのせ

る30)31J会 7グネチックスターラーによる撹伴を12時間

続けた後，更に stainingbuffer,,11引により 2日間透析

し，遊離の FITCを除去した．

以上の透析，標識などの操作はすべて4℃の暗室下で

行なった．出来上った標識液は 2,000rpm 30分間遠

沈した後，褐色アンプノレlζ分注し，－20°c1ζ保存した．

B.染色法

各種検索標本は，小樽片となし， 4 °C 95°，；エタノ

ールで， 1～2時間固定し，更に固定を充分ならしめ

るために，厚さ 3～4mmの小樽片とした上，再度

4'C 95%エタノーノレ中lζ人れ，一夜冷蔵庫内lζ保管し

た その後，冷無水エタノーノレで3日間脱水，冷キシ

ローJレ彦透後60。Cノぐラフィンで包埋，型の如く切片を

作成した．

染色は切片を無後光スライドクラスにのせ，キシロ

ーJレによる脱ノfラフィン、エタノ－Jレによる固定を行

なった後，上記の後光抗原液 1滴をのせて室温下lこ，

Moist Chamber内で2～6時間反応させ， 次いで，

staining bufferで充分に洗i保した後， 更に glycerin

buffer~t(3）を 1 滴のせ， 次いでカバーグラスをのせて

後光顕微鏡下lζ観察した．なお，これらの操作中，常

に組織切片が乾燥しないように留意した．主査光顕微鏡

としては，超高圧水銀ランプによる励起光発生装置を

装備した CarlZeiss社製のものを用いた． また必要

IL:応じて後光顕微鏡下IL:観察した後，再びカバーグラ

スを注意深く除き，へ7 トキシリン・エオジン染色を

行ない，細胞の同定を施行した．

写真撮影は主としてスライド用カラーフイノレム

(ASA 100〕を用いたが， Trix(ASA400〕なる白黒フ

イノレムもを必要に応じて併用した．

c. ~豊光抗原法の特異性の証明
(1) Blocking Test31>・後光抗原法で明らかに後光を

認め得た標本から，もう 1枚同じ切片を作成し， ζのた

びは後光標識してない抗原液により， Blocking Test 

を行ない，後光染色が特異的である ζ とを確認した．

(2) Sandwich法による証明30)31)32）：マウス胎児細

胞の単層培養をカパースリップ上で行ない， ζれにマ

ウスアデノウイルス（Hartley材、）を接種し，細胞変

性効果が認められた後， 70%冷エタノールでそれを固

定，予じめ作成しておいた抗マウスアデノワイルス家

兎免疫血清で，室温下lこ30分反応させ，次いで血清を

充分に洗減した後，後光抗原液をそれに反応せしめる

といういわゆる“サンドウィッチ法”を行ない，図2

1乙示すように，核内ワイ jレス抗原が特異的lζ染色され

るζ とを確認した．

(3) Autofluorescence：染色前の標本を鐙光顕微鏡

下で観察し， autofluorescenceを除外した．

][. 1豊光抗体j去

必lUA体法は，浜島の変法28)30)31Jによる直接法によ

った

A.鐙光抗原液の作製

Hartley により分雌され，京都大学ウイ Jレス研究所

保存の7 ウスアデノウイルス（FL株） 106 TCDso/ml 

を調製し（増殖，感染価測定法は後記），その 5mlを

モノレモ y トの腹腔内l二民間し， 15日後に再びその 1111[

註（！） 原ii百九 0.015:11 ベノレピターノレ（ジエチノレパノレピツーノレ酸2.76grを蒸溜水w乙溶解〕
原液B 0.5九IパノレピFーノレソーダ（パノレピターノレソーダ10.3grを徒指水100111［にi官解〉
原1iiz.¥ 450ml，原液B50111l lζ蒸潟水500111［を加えてpH8.7とす．

註（2): pH7.2, 0.15:¥lリン目立緩衝i伎のことで， NaH,P0.1・2fLOを0.45gr,Na2HPO 1・121-120を3.23gr,NaCl を8.0grをllの
蒸i留水（Ci容間平したもの．

設（3): Staining buffer l容と無蛍光 Glycerin9容とを混和したもの．
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を boosterとして静注し， 1週間後lζ全採血，血清分

組tを行なった．

乙の抗血清 16mlを採りそれに飽和硫酸アンモウム

液8mlを静かに撹持しながら加えて， 34°0飽和硫安抗

血清液とし，4°C下lζ一夜放置し，翌日 ζれを 1800rpm

15 ',J間遠沈し，得られた比f討を4°Cの蒸流；J<Iと静かに

溶かL. 16mlとし，再ひ’半量の飽和l1定安液を加え， 2

時間低温lζ放置，然る後遠七i；するといった操作をくり

返した．こうして得られた最終沈澄を， 4°Cの生理的

食塩水lζ溶解し，直ちに冷 stainingbufferで透析を

始め，時折 bufferを交換して，膜外の透析液中lこ窒

素化合物の存在しないととを飽和l塩化ノミリウム液で確

認できるようになるまで透析をつづけた．なお，蛋白

定量は Folin-Phenol法25）によった．

蛋白濃度がほぼ lOmg・mlとなるように冷生理的食

塩水で調製し，その全量のIllO容に相当する冷0.5M

炭酸一重炭酸緩衝液を静かに加え， pHを9.1とした．

次いで，主査光抗原法と閉じ要領で，鐙光色素FITCを

色素：蛋白＝ 1 : 100の割合となるように加え， 6時間

4°C下に暗室内で持続捜持した上， Sephadexl乙より遊

~Jll色素の除去を行なった．即ち， Sephadex 50. 7gを

0.01 M リン酸緩衝液に溶かし，よく撹持すると，

Sephadexは次第にゲ〉レ状となり，次いで撹梓を中止

すると，ゲ、ルは下方lζ沈むので，上清を捨てゲル化し

たSephadexのみを直径2cm，高さ約20cmのカラムlζ

充填，次いで Conjugateを静かに上から注き＇， Con-

jugateがゲJレ層内lζ充分渉み込んだ頃合を見計って，

O.OlMリン酸緩衝液を更に注ぎ，滴下が進みそζlζ二

層の黄色バンドを生ずるようになるのを待って下層の

バンドのみを試験管IC集め， ζれを DEAEセJレロー

ズカラムクロマトグラフィー26)27)28）の施行に供した．

IN NaOH溶液，次いで INHCI溶液， INNaOH 

溶液といった順番に洗練，活性化せしめた DEAEセ

ルローズ（0.80 mEq/ gr〕を更にその洗糠液がほぼ中

性になるまで充分に蒸湖水で、洗い，然る後直径 1cmの

カラムにそれを約lOcmの高さになるまで充填し，更に

0.0SM pH 8. 4のリン酸緩衝液（startingbuffer〕で

洗い， pHを正確に8.4とした．

一方， ConjugateをセルロースeのpHと同じ条件に

するため， starting buffer (pH 8. ＇！）で透析した後，

Conjugateをカラムに，＇｛（ 1かに注入する．更に， start-

註（4) '"if.Iノint中（［次のような邸主Bを含む

ing bufferを少量づっ滴下して Conjugateを洗糠，

pH8.4の条件下lζ色素と結合していない遊出Itの蛋白

と，蛋白と結合していない遊雌の色素を共lζ洗い落

し，滴下溶液の緑黄色の色調が全く消失したところで

starting bufferの滴下を中止， 0.05MpH 6.4のリン酸

緩衝液を滴下する．滴下液は lOml毎lζフラクション

コレクターで試験管内に順次集め，第2試験管より第

6試験管までの計50mlを分画1液とする．こうして

第6試験管への滴下が，セルローズの上界面すれすれ

まで減じた時， リン酸綬徳！？夜の濃度を0.05Mから0.1 

Mlζ上げ，閉じ pHの条件下に滴下を開始すると，蛋

白は通常2本目位から落下するので，第2～6本目ま

での試験管の液を第E分画i液として回収すればよいー

分画 IおよびE液計lOOmlを stainingbufferによ

り12時間透析し pH7.2とし，カーポワックスにより

濃縮，蛋白濃度を5mg/dlとする．濃縮終了後， pH7.2 

の stainingbufferで再び12時間透析をくり返す

濃縮，透析が終った蛍光抗体液は， 12, 000 rpm 30 

分聞に遠沈した後，樹色アンプJレlζ分注し，染色lこ供

するまでー20°C1ζ保存する．

鐙光抗体法の染色法，観察法は， 1そく主査光抗原法の

場合と聞はである．

皿 ウイノレスの分離33)

各7 ウスから末梢血および胸腺，肺，肝，間，ノl、腸，大

腸，牌，腸間膜リンパ節等の組織を採取し，各組織は

眼科用ハサミで細切したのち，約10倍量の Hankst1(4)

液中lこ浮遊させ pipettingを30回以上くり返した後，

ドライアイス加アセトンにより凍結融解を5回以上行

なってその遠沈上清を得る．乙れをマウス胎児細胞培

養管（2代田） ＇こ接種培養しその細胞変性効果の出

現を確認する．

II 血清中和抗体i1lliの測定33)

使用ウイ Jレス液としては接種用7 ウスアデノウイノレ

スを予め Hanks液で 2x 102TCD50.1mJ lこ調整した

ものを用いた. J~取血清を56°C30分間加熱，非働化

し， Hanks液により倍数稀釈法により 1:4～1: 128 

までの稀釈列となし， ζの各稀釈血清 0.5mlにウイ

ルス液0.5ml (102TCDso）を混和し， 37°C下lζ1時間

作用させた．乙の血清ウィノレス混合液O.lml をマウス

胎児細胞2代目培養管lζ夫々 4本づっ接種せしめ，血

清対照管，ウイ Jレス対照管と共lζ37°C下lζ1週間培養

Nae! 8.0gr, KC! 0.4gr, CaCl, 0.14gr, ~I 日so i・7H,O 0.2gr. Mi;Cl2・6H,OO.lgr, Na,HPO，・2H,O0.06gr. KH三PO,
0.06gr NaHCO, 0.35gr. Phenol Red 0.02gr. Glucose l.Ogr. 
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図 1 アデノウィルス12型抗原の DEAEセルロースカラム・ クロマト グラフ ィーによる分画．

512：折アデノウィルス12型家兎免疫DILi?eJ. AD12 7ヂノウィルス12l~HEI抗原．
Fl～F7: O.OlM～O.ZM NaCl加リン酸緩衝液による各分画．
Fl～2とF5～7にそれぞれ別の抗原が含まれている ζとを示す．

図 2 蛍光抗原t去の特異性の証明． Sandwich法

マウスアテ’ノウイルスIC感公させたマウスllii，リ己刈l胞に． まず抗7ウスアチノウイル

7不兎免疫Jfll.11日をI1）~し させ，ついで FITC t：：• ”吊プデノ ウイ ノレス抗原を反応させると，
岱仇布llJl l ~tを l''IOJ付人It- に ~I（たが認められる（ >( 1000). ’ 



消化器外科領域におけるアデ ノ ウイルス感·~~li0I ~の研究

図 3 マウスアテーノウイノレス経口感染2日後のマウス小腸にみられるウイルス抗原
蛍光抗体i'.t x 400. 

図 4 マウスアデノウイルス経口感’i~~ 4日目のマウス胸腺．胸腺髄質に抗アデノウ
イノレス抗体保一｛イ細胞を認める． （筆先抗原法． ×400)

479 
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し，連日観察をくり返えし、細胞変性効果を阻止する

血清の最高稀釈倍数値を読みとった．

第2節検索対象

I l込'..il;＇）：験

(1）感染ウイルスの調整： ddt~、均一系の妊娠7 ウス

を脱血，屠殺し，無菌的l乙胎児を摘り出し，頭部と尾

を除いた8～10尾分を少量の Hanks液の入ったシャ
ーレ内でハサミ lとより細切したのち， digestionflask 

中に入れ.0. 1忽ト リプシン加PBS.. 1:<>1！こ再浮遊させ，

室温下IC30分間7 グネチックスターラーをもl'.用して撹

持，次いで減額ガーゼJこより ζれをP過し，大きな組
織塊を除去した後，これに同量の103-Q'仔ワシ血清加

Eagle培養液を加えてトリプシンの不活性化を行な

い、 2, 000 rpm 5分間遠沈し，その沈1i'iを30，；仔ウシ

血清加 Eagle液中IC再浮遊させた． 浮遊液0.5mlを採

り， 0.5%トリパンフソレー水溶液を当量加え，直ち

に赤血球用計算板により， トリパンブルーに公まらな

い細胞（生細胞〉の数を計算し，細胞数が 3×105ml 

となるように上記の浮遊液を加減した．耳Z角型培養瓶

lζ，このマウス胎児細胞浮遊液50mlを注入し， 37°C 

下に静置，培養，必要に応じて培養液の交換を行ないな

がら6～711間培養，細胞がガラス壁＇ c付着して単層lζ

増殖して来たととをilfi微鏡により確認し得たならば，

培養液を捨て， EDTAと少量の 1%トリプシン液に

より細胞を回収し，更に 5%仔ウシ血箱加Eagle液lと

て初代培養の際と同慌の条件下iζ再び培養したー

(2）感染ウイルスの増殖：乙うして得られた7 ウス胎

児2代目培養細胞に、マウスアデノウイルスFL株（以

後 M-Adと略す〉を接種した 接種方法は，前述の

アデノウイノレス12型の場合と同様である.37。C下lζ4
日間培養をつづけ，顕微鏡下に細胞変性効果が充分に

生じていることを確認した後，とれを回収し凍結高d解

を5固くり返えし，感染用：vl-Adストックとした

なおこのウイルス液の感染価は，上記の2代目 7 ウス

胎児細胞の培養管5本づつに 0.5 log 10とぴの稀釈で

で接度し 回転台法lこて2週間観察し，Reed-Muench

法で計算したととろ約 5x 106 TCD50/mlであった．

(3）感染方法：日 ；； 40-50 1 ~ の dd 株均一系マウスの

胃内へ，経口的lζ細いポリエチレンチ A ーブを挿入

し，上記の M-Ad液0.3mlを注入した. M-Adを経

口的lζ接種されたマウスは， 3～10日後lζ至たるとそ

の約30%が回腸粘膜 k皮の強い出血性域死をみ，姥死

する．乙のような姥死例を除き，その他の M-Ad接

種前，および接種後3. 7. 10, 14, 21, 28日目のマ

ウスを夫々 3 尾づっ脱血，屠殺した上，各7 ウスの ~：；

梢血，糞便および胸腺，牌，胃，小腸，大腸，腸間膜

リンパ節等の各臓器！こっき，前記の如くウイルス分

刈i，後光抗体法，鐙光抗原法による険索司更には血？街

中和抗体価の測定等を行なった．

i 臨床例

昭和46年度のほぼ1年間IC虫垂炎患者から集めた

100例の虫垂と， 昭和44年より約2年聞に亘たり集め

た小児腸重積症の10例の虫垂，腸間膜リンパ節を+:i：索

の対象とした．

虫垂炎患者より得られた虫垂のうち，特l乙 Appen-

dicitis phlegmonosa とL、った程度よりも病変の著し

いものは全てこれを除き組織学的破壊の比較的軽いも

ののみを検索の対象とした．そのうJ~兵は木本等のそれ

に従った

その年令分布は，表 uζ示すように O～10才13例，

11～20才19例， 21～30才48例， 31～40才 8~1], 41～50 
才4例， 51～60才5例， 61～70才3例であった．

小児腸重積症の年令分布は， 0～l才5例， l～2 

才3例， 4才1例，5才1例である

第3章実験成績

第1節感染実験

I 感染7 ウスの肉眼的所見

Murine adenovirusを経口的l乙接種された7 ウス

の約30%は接種後3～10日の聞に箆死する． ζの時期
をのり超えたものは通常生存しつづける．夢E死マウス
にみられる最も著しい所見は回腸粘膜上皮の強い出血

性壊死である．この時期lζ姥死せず，生存しつづけた

マウスでは接種14日目頃より腸間膜リンパ節および回

腸末端部の孤立リ ンノ叶、節 （バイエノレ板〉が肥大する

ようになる．しかし，それ以外の臓器にはこれといっ

た著変は認められない．

II . ウイルス分自~成績

M Ad接種後のマウス各臓器からのウイルス分縦

の状況は，表2＇ζ示すように主と して回腸， 大腸，腸

間膜リ ンパ節等消化管下部およびその附属リンパ組織

から分離され得る．しかし時によっては，心臓および

腎臓からも分隊し得る．ウイルス分離の可能ないわゆ

る腸性期間は接種後2週固までで，それ以後は陰性で

註（5): PBS (Phosphate Buffer Saline）は；1,,w1'Kit 11irこJ：のJj，以iiを台、む
円札Cl8.0gr. KC! 0.2gr, :¥a,I-11'0, 1.!Sgr, 1-:H I'll, O.Zgr. 
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17日自に至たり腺禽を囲む全細胞にまで拡がる．しか

し，それ以後は鐙光陽性細胞の数は減少し， 2週間目

以降は喰食細胞と思われる細胞の細胞質内にのみ限極

してみられるようになる． ζのような状態は少くとも

感染j;5：、1ヶ月目頃まで持続する．その他，感染10日目

ある．また、その頃から血中抗体価の上昇が認められ

るようになる．

末梢血よりのウイルス分離は接種後4日目まで可能

であるが，それ以後は不可能である．

感染マウスの糞便中へのウイルスの排池状況は，表

31ζ示すように接種後1日目から長いものでも17日固

までで，そのピークは接種後5日目から10日自の間に

ある．乙れは鐙光抗体染色で特異鐙光が回腸lζ長も強

く而も広範囲にみられる時期lζ一致する

m.径九抗体t」IJ<ft',
重量光抗体法lζよりウイルスの強い増殖を示唆する特

異鐙光の認められる部位は回腸で，特異鐙光は図31ζ

示すようにウイルス接種後2～3日もすると回腸の

Liberki.ihn氏腺細胞核内iζみられるようになり，5～
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以降から40日目頃まで牌臓および腸間膜リンパ節lζ特

異鐙光陽性細胞が散在してみられるようになるが，そ

の殆んどは喰食細胞と思われる細胞の細胞質内lζ限極

してみられ，積駆的l乙ウイ Jレスの増殖を思わしめるよ

うな像は全く認められなかった．

I¥' li!Lr,'iJd j; i而の推移

表41乙示すように，血清の M Ad中和活性は接種

後2週間後2週間日頃から認められるようになり，接

種後 1ヶ月目頃まで上昇しつづけ，以後緩徐lζ下降す

る．

¥ .後光抗原法成績

思会7 ウスの各臓器を鐙光抗原法で検索すると，表

51ζ示すように，各臓穏にアデノウイ Jレスの特異抗体

の存在を認め得た即ち，

〔胸腺〕 ：接種後2日目より 8日固までの間，図4

lζ示すように，胸腺髄質および皮質髄質移行部にかけ

て，特異鐙光を発する単核の円形細胞が認められた．

ζの細胞は数個～10数個つづ グループをなして存在

する. 10日目以降は最早重量光を認め難い．

〔牌臓〕 ：接種後2日目より， 12日固までの間，特

異重量光を発する単核の円形細胞の存在を認め得る

〔胃・十二指腸〕 ：全期間を通じ全く特異鐙光は認

められなかった．

〔腸間膜リンパ節〕 ：接種後6日目より12日目まで

の間，腸間膜リンパ節の皮質の部IC相当して特異鐙光

を発する単核の円形細胞の存在を認め得た．乙の細胞

は10ケ～数10ケづっグループをなして右’在する

〔回腸〕 j(f主役8日目より12日目までの間，回腸

粘膜固有層lζ散在性lこ細胞質が著明な後光を発する円

形細胞の存在をみた．（図 5)

〔結腸〕 ・接種直後の初期には鐙光を全く認め得な

表

表 4

N日TRAUZING ANTIBODY RESPONSE IN MICE IN陀:CTED
WITH M -AD VIRUS 
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256 

5トコー口ー"12e I 64 
OR札

32 

4 
L4 

10 20 30 40 50 SJ 

DAYS AFTER INFECTION 

いが，接種後12日目頃になると結腸粘膜固有層l乙散在

性に，細胞質が特異主査当lf:~'Ji'"oする円形細胞の存在を認

めるようになるが，そのL'!（土：L、ない．

第2節臨床例

l 虫垂の成績

100例の虫垂炎患者より得た虫垂を鐙光抗原法によ

り検索したところ，その48例においてアデノワイノレス

の特異抗体保育細胞の存在を確認し得た．即ち，図6

lご示すように，虫垂の粘膜固有層lζ細胞質が典型的な

鐙光を発する単核の円形細胞の存在を認め得たのであ

る．そのような円形細胞は全視野を通じて3～4ケ所

に10数個つつ集落的lζ存在している．しかし， リンパ

小節内に認められなかった．カバーグラスを注意深く

除き，更にその同一切片をヘマトキシリン・エオジン

により染色してみると，図71ζ示すように，差益光の認

められた細胞は何れも形質細胞であり，鐙光部分は頼

5 

Results of examinations of various organs of mice 

infected with M-Ad virus by F-Ag tecknique. 

Organ ’】〉 4 6 8 10 l'.; 

Thymus 什 什 廿 十＋

Spleen 廿 什 十十 廿 什 ＋ 

¥1eoen. Lymph. 廿 -t+ 什

Stomach 

Duodenum 

Ileum 十十 オ＋ ＋ 

Colon ＋ 

(Per oral infection.) 
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Summary of Cases of Intussusception 
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図 5 7ウスアデノウイノレス経口 1t!'.14~ 8日目のマウス回腸．回腸粘膜固有用lζ抗ア

デノウイノレス抗体保有細胞を認める． 〔後光抗原法， XH)O) 
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図 6 症例3の虫垂．結膜固有層IL抗アデノウィノレス抗体保有細胞が認められる
〔後光折原法，x200〕

図 7 図 6 の線本をヘマ ト キシ リ ン ・工オジン染色で後·~~色したもの．
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図 8 図6の強拡大． （鐙光抗原法， X400〕

図 9 図8のへマトキシリン ..・c才ジン染色で後染色したもの．
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図10 症例12の虫垂．後先抗原法により粘膜固有層に抗アデノウィノレスJill1、保（1li11
胞を認める． x 160 

図11 虫垂の粘膜固有！習に認められろいアデノウイノレ＇ l,'111-l'l'11司11111:'' 症例47. （後光折原法，×160)
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図12 虫垂の粘膜固有層（（認められる抗アデノウィノレス抗体保有細胞 疲（91173.

（蛍光十/i/J；~;J . x 1000〕

巴13 6 . .fリJ児II品<Tr:li'¥1,f'.例の虫： 粘股ー悶h照lζ折アヂノウイノレス抗体保有利ii胞を
~－：！む （公.JU/O)i(i:L x 160) 
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p状を呈していた．

II.’j、リcI(; 'Ti積1,i＿υ成績
小児腸重積症の10症例について夫々 ウイノレス分：！Jt
lfll1111抗体｛1iliの測定，託〉℃抗体il；および鍾光抗原法等に

よる検索を行なったが，表61ζ示すようにウイノレス感

染，作！こアデノウイルスの最近における感染を考えし

める症例が10例中 6例を占めた．

ただ，吉正使からウイルス分縦し得たものは， 1例IC

過ぎず諸家の報告に比すると遥かlζ低率であるが，著

者の症例では細胞変性効果の発生を観察するには余り

にもその期間が短か過ぎた嫌いがあり，必ずしも残り

の全例が陰性であったとは断定出来ない．

腸間膜リンパ節の腫脹は，手術症例の全例にみられ

たが，病理組織学的には Reticulosisを主徴とするも

ので浮腫による二次的変化ではないように恩われる．

虫垂粘膜あるいは腸間膜リンパ節内lζウイノレス抗原を

見出し得たもの，および鐙光抗原法！こよってアデノウ

イルス抗体を確認し得たものは夫 一々I(91］であった．

第4章考 按

1953年， Rowe341は小児から摘出 3れた adenoid

tissueを組織培養しているうちに，それが自然lζ細胞

変性l乙陥る ζとに気付き， HeLa:iltl!I己f二地fにした際変

性を惹起せしめる原因がウイノレスにある乙とを証明

し， adenoiddegeneration agentsとお付けたが，一

方， 1954年 Hilleman& Werner3引はアメリカで新兵

lζ流行する急性気道炎（一名新兵力ピ）より，また

Rowe36月刊は子供の結膜炎を伴う咽頭炎（pharyngo

conjunctiva! fever）より同種のワイルスを分離し，乙

れらウイノレス群をアデノウイルスと命名したζとは周

知のどとくである．

このように当初は主としてl一気迫感ゴリ1;1としてアデ

ノワイルスの関与が注目されたが， 1955年， Kjellen1l

が腫脹した腸間膜リンパ節からもアデノウイルスを分

離し得たζ とが端緒となり，消化器疾患におけるアデ

ノウイルス感染も大いIC注目されるようになった

Ross2巾 (1961）は，小児腸重積症の患児の多く IL,

上川JU!i古 ＇1~が先行あるいは合併する ζ とから，それと

アテノワイノレス感染との関連性について注目し，その

241,j牟例について検索した結果，その発症には季節的な

頻度の差のあるとと，また2-tJ,i1.1113例lζ上気道感染を

認め得る乙と，更には24例中14例にアデノワイルス補

体結合抗体価の有意な上昇がみられることを指摘する

と共lζ，日因頭ぬぐい抜からは23例中ll例IC，糞便から

;;t23W1J中15例lζ，股脹した腸間膜リンパ節からは21例

中9例lζ，アデノウイノレスを分離し得たとし， ζれに

対して対照群の正常児奨便からは41例中 l例ICワイノレ

スを分離し得たに過ぎず，また腸間膜リンパ節からは

検索し得た15例の何れにおいても全くウイ lレスを分縦

し得なかったとし，そのような点からアデノワイルス

感引にもとずいて腸間膜リンパ節が腫脹すると，そこ

lζ腸管の痘聖堂が惹起され， J茎には腸重積の発症にまで

発展し得る可能性のある ζとを提唱した．なお，その

際分出世され得たアデノウイルスの型は， 15例中， 2型

5例， l型4例，5型3例， 3型6型7型各lfjljであ

ったという．

更に， Gardner4151ら (1962）も， 38例の腸重積症

例を集積し，対照正常児奨便からアデノウイルス分再lli

が， 37 .0~であったのに対して， II易重積患児の糞便か ら

のアデノウイノレスの分離は46九（ 1型8例， 2型6

例， 5型3例， 6型l例〉で，前者it:比べ高率である

ζとを指摘すると共に，血清学的にもそのような怠児

では高率に最近アデノウイルスlζ感染したととを示唆

する成績が得られたとしている．

BeJl6lら (1962〕は， 17例の腸重積症例中， 11例に

おいて腸間膜リンパ節からのアデノウイノレスの分離に

成功したのに対して，対照群では50例中 5例において

分離され得たに過ぎず，明らかに両者の聞には有意の

差が認められ，また腸間膜リ ンパ節炎でも31例中11例

においてウイルスが分間tされ得たとしている． 一般に
小児腸重積症は2才以下のものに多くみられ，非特異

性腸間膜リンパ節炎にしても， 1～11才程度のものに

多くみられる．而かも．そのような症例の 5例におい

てアデノウイルス 1型を， 2例において2型を，各1

例において3型， 5型．6型， Echoウイノレス 7型，

9型を夫々分間Itし得たとし，対照群においては僅かに

4例のものにおいて，アデノウイルス l型を， l例に

おいてコクサツキ－ Bs型を夫々に分離し得たに過ぎ

ないところろから，アデノウイ ルスとそれら疾患との

関連性を強く主張している

Potter381ら (1963）も， 48例の腸重積症の患児の血

清について検索し， アテノウイルス l, 2' 3' 5' 

6, 7，型の何れかの中FH/dt・f1l!iが上昇していること

をみている．

一方，わが国では，石井39）ら (1964）が，乳児腸重

積痕3例の糞便より，アデノウイ Jレスを分離し， 2f列に

おいて血清抗体価の上昇を認め得たとし，町田(1965〕

は，腸重積痕の2例からアデノウイルスを分離し，他
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のlf?ljでは血清抗体価の有意の上昇が認められたとし
ている．また喜多村40）ら (1969）も，生後10ヶ月の腸

重積症患児の腸間膜リンパ節よりアデノウイノレス 1型

を分離している．

ζのように，糞便よりのウイルス分自！tや血清中和抗

体価の推移より，今日ではアデノウイルスが小児の腸

重積症の発症と，何等かの因果関係を有することが大

いに推測されるようになった．

他方，小児腸重積症の手術lζ際し，屡々腸間膜リン

パ節や，回腸末端部のバイエル板の増殖，腫脹41)が見

られることは古くから指摘されてれたと ζろであり、

ζれらリ ンパ組織の変化が小児腸重積症の成因と大い

に関連性を有する ζとを指摘した報告も多い． ζうし

た諸家の報告を併せ考えると，アデノウイルスの感染

lζより，腸管壁あるいは腸間膜リンパ節の増殖，腫脹

が惹起され，それが腸重積症へと進展する原因となり

得るものと考える ζとも，あながち無理があるように

思われない．しかしながら今日までのと ζろそれを実

験的に再現し，証明した報告はみられない．

次ぎに，虫垂炎の成因についてであるが，古くから

数多くの仮説が発表されて来た．その中でも特lζ注目

されるものは，虫垂粘膜内のリンパ組織の増殖との関

連である．即ち， Hwangと Krumbhaar42lは，虫垂

のリンパ組織は生後次第に発達し， 10才代に至って最

高潮lζ達し，その後は次第に縮少， 萎縮してゆくもの

としている．而も虫垂炎の最も多発する時期ι虫垂
壁のリンパ組織の最も発達する時期とがよく一致する

とした．

また、 Bohrod43Jと Nathans44Jは，虫垂の解剖学的

構造の年令変化IC注目し，虫垂炎の多発する20才前後

になると，虫垂の筋層が発達，肥厚，あまつさえ虫垂

壁のリンパ組織の増生により i行易lζ内腔の狭窄が生じ

得るに至たるととを指摘し， Anderson451も，若年者

にみられる震も一般的な虫垂炎の発症には虫垂のリン

パ組織の増生が重要な役割lを果しており，虫垂内腔の

狭穆，閉塞にもとずく循環障害，虫垂壁の損傷が当該

局所の抵抗力を減弱せしめ，ひいては細菌の二次的感

染を容易に助長するものとした．しかし，此処で問題

となるのは虫垂粘膜のリンパ組織の増生を促がす原因

が一休何であるかという ζ とである 当然、のことなが

ら，それにはウイルス，細菌等の抗原刺激というもの

が与っているのではなし、かというととがまず考えら

れる．ところで， Finkeldy46Jは1932年，麻疹lζ際し

Warthin-Finkeldy細胞と呼ばれる巨細胞が虫垂墜に

現われる乙とを指摘したが，更に1965年IC至たり，戸

部は虫垂炎の成因としてのウイルス感染説を唱えるに

至った．

即ち，戸部はまず虫垂切除術前後の血清のウイルス

補体結合抗体価を測定し，高率にアデノウイ Jレスある

いはコクサツキ－ B型ウイルスiζ対する補体結合抗体

価の上昇していることを立証し，次いで鐙光抗体法を

用いて，軽症虫垂炎患者の多くのものにおいて，アデ

ノウイルス抗原（34例中 7例〕あるいはコクサツキ－

B型ウイ Jレス抗原 （60例中24例〉が立証され得るとと

を確認し，カゼがいろいろのウイルスによって惹起さ

れるように，虫垂粘膜下のリンパ組織あるいは腸間膜

リンパ節も，いろいろのウイルスの顕性ないしは不顕

性感染によって腫脹し， ζれが虫垂炎の Triggerとし

て大腸菌あるいは化膿菌の二次的感染を促がし，その

中のあるものでは化膿性虫垂炎ICまで発展するが，ま

たあるものではリ ンパ組織の増生をみる程度にとどま

り，而も疹痛を訴え．外科医を訪れる場合もあり得て

よいとし，従来カタノレ性虫垂炎として取扱われて来た

虫垂炎は，このようなものが多いのではないかとした

のである．また，更にコクサツキ－Bs型ワイノレスによ

るサルの感染実験を行ない， 回腸末端部および盲腸が

ウイルス増殖の主要な場となり得る ζ とをも指摘して

いる．

次いで， Bonardm (1966）は虫垂行4,;99例． 腸間

膜リンパ節 1·~· ； ~、 132 例について，夫々からのウイルス

分離を試み， 15例（20組織培養例）からアデノワイル

スを分離し得たとし．而もその大多数が軽症虫垂炎か

らで，化膿性虫垂炎から分離し得たのは 2例lζ 過ぎ

ず，戸部の提唱を肯定し，急性化膿性虫垂炎の前景lζ

は，ウイ lレスによる感染があり，これが細菌の二次的

店法そ日じがすものであろうとしたのである．

しかし，虫垂炎の発症期lとは既lζワイ Jレス抗原iζ対

する抗体産生が行なわれており，ウイルス抗原そのも

のは最早消失してしまっている可能性というものも否

定し得なし、から，出来得れば更にそのような抗ウイル

ス抗体の存在を立証する ζ とが望ましい．特lζ，リン

パ組織の増生をワイルス感染IC対する免疫反応の一環

ととして捉らえる立場からすれば，そとにどうしでも

抗ウイルス抗体またはその保有細胞について検索をし

ておかなければならないであろう

さきに，教室の児玉16）は鐙光抗原法なる，いわば従

米の蛍光抗体法とは逆lζ，組織切片上のアデノウイル

ス対する特異抗体をよく鐙光顕微鏡下IC観察し得る方



-192 日・外・宝第44巻第6号（昭和50年11月）

法を考案している．

~＇i 'N.J:i'LI* o) ill織内での局在性を知ろうとする試み

は，既lζCoons311(1955〕， White32;,Hiramoto48J, 

Green49＞らによりなされているが，それらは何れもま

ず抗原液を組織切片lζ反応させ，そζlζ特異Ji'Lf1；保有

細胞に結合せしめ得た抗原を，更に同抗原lζ対する鐙

;¥._iっl:,Jfi'Cf j；－：染色するという Sandwich法，要するに
:;:t;;U了日本法を駆使，応用したもので，乙の方法による

限り抗原保有細胞と抗体保{J細胞の染め別けが出来な

いという欠点のある ζとは否めない．

それに対し，重量光標識した抗原で直接組織切片を染

色する児玉の鐙光抗原直接法によると，よく抗体保(J

細胞のみ検索し得る利点がある．

今回試みた :VI-Adによる尚1・・1感染災以で，接種後

3日目より14日目頃IC至たる間，回腸末端部および腸

間膜リンパ節よりよくワイノレスを分離し得る ζと，接

種後3日目より回腸の LieberKuhn氏腺底上皮細胞

の核内IC特異蛍光が認められるようになり， 7～14日

自には，それが腺寓全域におよぶようになり， 10日目

頃からは腸間腸リンパ節の膜脹が著明IC認められるよ

うになる乙と，また経口接種後7日目頃からは回脹の

腸粘固有I~. 並びに膜間膜リンパ節髄索の部IC存在す

る形質細胞と恩われる細胞の細胞質内lζ特異鐙光が明

らかに認められ得るようになるなどを立証し得たので

ある．

乙のように，アデノウイルスの感染によっても，明

らかにリンパ組織の増生が惹起されるに至る乙とは間

違いないが，そうだからといって，その全てをアデノ

ワイ Jレスの感染のみに求める ζとは勿論出来ない 回

盲部のリンパ節又はリンパ組織の肥大，腫脹は，他の

ウイ Jレスおよび細l菊の感染によってもおζり得るもの

で，現lζ戸部らがコクサツキ－ Bs型ウイルスのサ／レ

感染実験で，回腸や腸間膜リンパ節での著明なウイノレ

ス増殖とリンパ組織の肥大を認めているところからも

明らかであろう．唯，アデノウイノレス群がlfiliくありふ

れたウイルスであると同時IC, リンパ組織に強い親和

性を有するものであるととから，恐らく他のものに比

して，遥かlζ高率lζその原因として与っている可能性

は極めて大である

また，臨床例の虫垂においてアデノウイルス特異抗

体保有細胞が， 48°0の1'.':J率lζ証明され得たζとは虫垂

炎の前景としてアデノウイノレスの感染が関与している

ととを大いに示唆せしめるものといえよう．

興味あることは，本感＇1t'1；験！こ際し，f川町長r.11削！こ

胸腺lζアデノウイルス抗体保有細胞が出現するに至っ

た事実である． 刊に胸腺lζはbloodthymus hurrier 

なるものが存在して，抗原が直接胸腺lζ達するζとは

出来ず，従ってそとでは免疫反応は惹起され得ないも

のとされて来たが， Marrshall50＞らは胸腺内に diphte-

ria toxoidを直接注射して抗原料放をすると，胸腺の

髄質や小業間結合組織および皮髄移行部に多数の形質

細胞が出現する乙とを確認， 適当量の抗原が反復作用

する時は bloodthymus barrierが開き，抗原が胸腺

内IC侵入，それを刺激しそ乙lζ形質細胞の出現をみる

に至るものとしたか，その後胸腺lとも形質細胞の出現

をみるに至ることは多く の人々により確認51)抑制54）さ

れており，教室の磯辺55）も亦さきに胸腺のアデノウイ

jレス抗体保有細胞について倹索し，それが形質細胞の

中でも特lιlgG保有細胞であろうとしている

マウスを用いた本感公モデル実験は，要するに容易

にアデノ ウイルス抗原は胸腺にも達し，而も感染早期

から，その抗体保有細胞が胸腺にみられるようになる

ととを実験的lζ明らかならしめたという点ICおいて，

大きな意義を有し，ウイノレス感染と抗体産生機序の解

明lζ大いに資するものと考える．

第5j主結 論

小児腸重積症，虫垂炎および非特異性腸間膜リ ンパ

節炎などリンパ組織を犯かす性格のある腹部疾患の成

因として，ワイルス感染特lζアデノウイノレス感染が大

いIC与っているのではないかと考え，マウスアデノウ

イルスの経口感染実験を行なレ， ζの点を実験的lζ匡

した．その結果実験的lζ接種された7 ウスアデノウイ

lレスは腸管を中心IC増殖し，腸管リンパ組織および腸

間膜リンパ節の増殖，肥大を惹起せしめ，その時期IC

一致して抗アデノ ウイルス抗体保有細胞が著明lζ増加

する ζとを鐙光抗原法により確認し得た．

更に，小児勝重積症，中長症虫垂炎などといヮた臨1・1:

例を集計し，小児腸重積痕では40°0.軽症虫垂炎では

4g o~の割合に抗アデ、ノウイノレス抗体保有細胞の存在す

るととをも確認、，そのようなリンパ組織を犯かす性格

のある腹部疾患では，その成因としてアデノウイルス

が重要な役割を果しているζ とを明らかならしめ得

た．

なお， 7 ウスを用いてのアデノウイルス経口接種実

験モデノレにおいて，確認し得た感染早期lζ認められる

胸腺内アデノウイ Jレス抗体保有細胞の出現は，抗体産

i後序の解明IC大いに資するものと考える．
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