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In order to study the pathogenesis of appendicitis and infantile intussusception, 

a method，“fluorescent antigen technique" was developed for locating the anti-adeno-

virus antibody containing cells in tissues. 

Soluble A antigen of adenovirus, which was produced in the cource of multiplica-

tion of the virus and a major component of the virion, was purified by chromatography 

on DEAE-cellulose columns and was labelled with FITC. Paraffin embedded sections 

of human intestine surgically removed and of mice inoculated with murine adenovirus 

were stained with the FITC-labelled adenovirus antigen and were studied under fluo-

rescentロucroscope.

Specific adenovirus antibody could be demonstrated clearly in the plasma cells 

of the human intestine as well as adenovirus-infected mouse intestine and mesenteric 

lymphnodes. 

Although this fluorescent antigen technique is apllied only to anenovirus at 

present, it is very convenient and specific for study of adenovirus infection and the 

antibody production. 

緒言
し，国内外に大きな反響を呼んだわめ． それ以後，わ

れわれは従来成因の明らかでなかった腹部外科領域の

疾患で特に組織学的にリンパ組織の増生が著明である

疾患群，すなわち虫垂炎をはじめ小児腸重積症，腸閥

膜リンパ節炎等の成因に関する研究を重ね，サルどマ

1965年，戸部I)は虫垂炎の成因のーっとしてウイル

て感染をあげ，特にその際の虫垂墜リンパ組織の増殖

が，虫垂炎への進展に大きく関与していることを割i出

Key words: fluoresceut antigen technique, adenovirus, intantile intussusception, 
Present address: The 。2ndSurgical Department, Kyoto Uviversity Medical School, Sakyo-ku, 

Kyoto, Japan 



後光抗原法 125 

ウスにおける感染実験および臨床例についてを検討

することによって，ウイルス特にアデノウイルス群の

感染がそれら疾患群（筆者ば仮に， abdominallym喝

phadenopathy という名で包括してもよいと考えて

いる）の成因の 1っとして与っていることを明らかに

してきた4)-10).

マウスにおけるアデノウイルス感染実験において，

われわれはこのようなリンパ組織の増生がアデノウイ

ルス感染の結果によるもので，而もそれが生体側の防

禦機構のlっとして惹起されるものではあるが，それ

らの疾患が成立して，臨床医が取扱う時期には，最早

その原因であるウイルス自体は，既l乙姿を消してしま

っていることをも実験的に明らかならしめ得た．従っ

て，臨床例において得られた虫垂や腸間膜リンパ節か

らウイルス分離を試みても，また後光抗体法でウイル

ス抗原を証明しようとしても，そのような従来の方法

ではそれら疾患がウイルス感染にもとずくものである

ことを証明することはもどより出来ない．現K，われ

われの集積した虫垂炎患者の虫垂からのアデノウイル

ス分離率は必ずしも高くないし，小児腸重積症におい

ても，アデノウイルスを分離し得たものや，後光抗体

法でそのような事実を証明し得たもは約半数に過ぎな

い8) このような理由から，増生したリンパ組織がウ

イルス感染の結果によるものであることを組織学的に

証明するためには，そこに存在する細胞の多くがウィ

ルスに対する特異抗体を盛んに産生している事実を立

証しなければならないー

こうした動機から，アデノウイルスの可溶性抗原を

精製し，これを鐙光色素である FITCで標識し，いわ

ば従来から行われてきた鐙光抗体法の逆を行って，組

織切片上のアデノウイルスに対する特異抗体を蛍光顕

微鏡下に観察し得るようにしようと意図したわけであ

る．この後光抗原法ともいうべき手技は，組織上の抗

体の所在を検索する方法として従来用いられてきた後

光抗体法によるサンドウィッチlll寸別法や，オートラ

ジオグラフィーによる方法14）’l引に比して，極めて特

異性が高く，また比較的容易に行えるなど，抗原の性

状や適用条件次第では，さらに広い応用域が秘められ

てロるように思われる（図 1) . 

本法の原理

アデノウイルスば，その増殖は，その増殖過程にお

いてA, B, Cの名称のもとに取り扱われている可溶

性抗原を産生するm’18) 現在アデノウイルスはヒト

ホーよー：豆非係議抗原 キ聖識抗体
(a) 

~~ ::r: 3l'二＼
( b) 

，－－｛）～組織内抗体

~¢~ 標識抗体
0 非得議抗原

－＇≪－標識抗原

図 1 組織切片上における抗体の所在の検出．
(a）は従来から用いられている蛍光抗体法を応
用したサンドウィッチ法11)
（防は蛍光抗原法

由来の31型のほか，サル，マウス等K由来するものを

も含めると51裂にも及ぶ．ところで，可溶性抗原中，

A抗原を呼ばれるものは，そのようなウイルス粒子の

表面を構成しているへクソン粒子で，全てのアデノウ

イルスに共通した抗原性を有する20) 市も，このA抗

原は可溶性抗原のうちで最も多く産生され，感染時の

免疫反応を誘導する最も強力な抗原性を有するものと

されている．またA抗原は， DEAEセルロースのカ

ラムクロマトグラフィーにより比較的容易に分離，精

製され21)-23）その大部分のものが分子量約210,000の蛋

白から成り24)25），現在ではそのアミノ酸構成もかなり

克明にされている26)-29).

こうした点から，鐙光抗体法においては蛍光色素を

r－グロプリンに標識するが30)31)，それに習って， A抗

原のアミノ基（主にリジンεーアミノ；基）に－FITC（フ

ローレッセンイソチオシアネード）の－NCS基を反

応させてチオカーパマイト結合を惹起せしめれば，そ

こに， FITC標識アデノウイルスA抗原を作製し得る

ように思われるし，それが得られるようであれば，こ

の標識A抗原を切片上において組織内抗アデノウィル

ス抗体ど反応させることによって後光顕微鏡下に，抗

体の容在部分に特異後光を立証することも可能ならし

め得るものと考えた（図 1). これは丁度，後光抗体

法の逆になる．このような原理は当然誰しもが一旦は

考えるもので，空母光抗体法の創始者である Coons自

身もそれを試みた形跡がありIll，その後もその可能性

を指摘したものがみられる．併し，その際用いられた

抗原の性状，精製などに難点があったためか，筆者の

知るかぎりでは今日までのところそれに成功したとの

報告をみない．ただ，後光抗体法における標識Tーグロ

プリンを用いて，抗Tグロプリン抗体の所在を検索す
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るこどは以前から行われており，これを抗原法と称し

ている場合もあるが，ここに報告する後光抗原法は後

光色素標識過程の点からみてそれとは全く異なるもの

である．

実験材料と方法

I.蛍光抗原液の作成

アデノウイルスとしては，京都大学ウイルス研究所

保有’の12型（Huie株）を用いた．

A抗原は群共通性を有するため，何型由来のもので

もよい．しかし，特に12型を選んだ理由は，ウイル

ス増殖が比較的容易で，市もA抗原を精製する際の

DEAE セルロースカラムクロストグラフィーの施行

に際して，他型の場合どは異なりA抗原がまず最初に

溶出してくるため，いわゆる tailingeffectによる

他抗原混入の怖れが可及的避け得るからである。

( 1) ウイルスの増殖

Eagle によりヒト口底癌より樹立され，京都大学ウ

イルス研究所で継代培養されている KB細胞加を仔ウ

シ血清1%加Eagle基礎培地（MEM)25l下で単層培養

したのち，上述のアデノウイルスを接種した接種

は，それまでの培養液を捨てたのち， Jレー瓶1本につ

ストック・ウイルス lml液を室温にて60分間吸着さ

せることによって行い，その後，仔ウシ血清 1%加

Eagle-MEMを加えて37'C下に培養をはじめ，72時間

後， アデノウイルスに特異的な細胞変性効果（CPE)

が顕微鏡下に一様に認められるに至ったところで，

培養ピンのガラス墜に付着している細胞を rubber

policemanでこすり溶して， Jレー瓶l本につき 2ml

のウィルス感染細胞浮遊液を作成し，－20℃下に保存

した．

( 2) ウィルス液の精製

上述の方法で集めたアデノウイルス感染KB細胞浮

遊液 50mlを， 5回凍結，融解を繰返えして行うこと

によって感染細胞の細胞膜お上ぴ核膜を破壊，ウイノレ

スを感染細胞から溶出せしめ，これを 5,000r.p.m.で

10分間遠沈いその上清を集めて粗ウイルス液とし

た

次いで， GessI erの方法制に従って，フロロカーボ

ン処理を行い，リポ蛋白を除去した．すなわち，上記の

粗ウイルス般に等量のフロロカーボン（dichlorodifu

!oroethane）を加え，ホセジナイザーで1分間混和し

たのち， 2,000r.p.m.で5分間遠沈，水層とフロロカ

ーボン層に分離，7J<層部分のみを採り，同じ操作を 3回

繰返えした．この操作によってもウイルス液の損失は

殆んどみられなかった．こうして得られた精製ウイル

ス液のうちからを 0.5ml採り，蛋自の定量を行った

この際，ウイルス液中には組織培養液中のアミノ酸が

含まれているので，定量前に予め脱アミノ酸を行って

おく必要がある．すなわち 0.5mlのウイルス液に25%

をHCl049.5ml加え， 3.000r.p.m.で10分間遠沈い

その沈盗に 0.1N NaCl, lmlを加え，溶解し，それ

について蛋白の定量を行った． 測定法は Folin-Cia-

calteu法31）に従って行い，分光光度計で波長 750m/J

を用いて読み取り，予め既知量のアルブミンて‘作図し

ておいた標準線からその蛋白量を算出した．その結果

フロロカーボン処理後のウイルス液の蛋白量は約 2.5

mg/mlであった このウイルス液全量約（45ml）を透

析膜チューブに入れ，カーボワックス（polyethlene 

glycol）内に浸して約4倍に濃縮し，蛋白量がほぼ10

mg/mlとなるように調整した．

( 3) A抗原の精製33)

蒸留水で膨化させたDEAEセルロース（O.SmEq/gr)

をlNHC！で洗浄，中性になるまで蒸留水で洗い，更

に1NNaOH によって充分に活性化， pH7.0,O.OlMの

リン酸緩衝液で完全に飽和，直径lcmのカラムに10佃

の高さまで充填した．更に上記緩衝液で沈i'ft，液面が

カラム上面l乙近ずいたところで，予め同緩衝液で充分

に透析しておいた前記精製ウイルス液を静かに注ぎ，

その液面がカラム上面に達してから 0.OlM, 0.025M, 

O瓜M,0.075M, O.lM, 0.125M, 0.15Mおよび 0.2M

NaClを含むO.OlMリン酸緩衝液 lOmlにより順次段

階的に溶出せしめた．以上の操作はすべて4℃の冷室

内で行い，溶出速度は毎分約o.2mlとした．こうして

得られた各分画液について，予め作成しておいた抗ア

デノウイルス12型家兎免疫血清との聞にゲル内沈降反

応（Ouchterlony法）38）を行ったところ，分画 1～2
(O.OlM～0.025M NaCl分画）に 1本，分画5～8(0.l

M～0.2M NaCl画分）にもう 1本の沈降線を得た目

分画1と分画8につき，アデノウイルス12型粗抗原お

よび7型粗抗原と共に，抗アデノウイルス12型家兎免

疫血清との間のゲル内沈降反応を行うと，図2のごと

く分画1はアデノウイルスの群共通抗原，すなわちA

抗原であることが明らかとなった．つまりA抗原の大

部分は殆んど純粋に分画1および2に含まれており，

Huebnerらの報告知ともよく一致した

(4) A抗原の標識

こうして得た分画1と分画2の全量を混和し，その
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図 2 分画 lおよび分画8の性状

s 12 抗アデノウィルス12型家兎免疫血清
AD7・アデノウィルス 7型粗抗原
AD12：アデノウィルス12型粗折原
Fl 0.0IM NaCl付加リン酸緩衝液分画（分画 I)
F8: 0.2M NaCl付加リン酸緩衝ilU分画（分画 8)
Flと512との聞にみられる沈降線はAD7およびAD
12と512との聞に出来た沈降線とそれぞれ連結し，
Flがアデノウィルス群共通折原（A抗原〕であをと
とを示している． F8はアデノウィルス12型の型特
異抗原と考えられる．

一部を採って Folin-Ciacalteu法37〕によりその蛋白

量を定量し，蛋白濃度がl.5mg/mlになるようにカー

ボワックスにより濃縮して全量を約6mlとした．次に

この抗原液を veronalbuffer脚注l)で24時間透析を

行って pH.8.7としたのち，小ビーカーに移しマグネ

チックスターラーで撹狩しながら，その上に FITC

(fluorescien isothiocyanate, BBL製）を静かに

のせてゆく．この際， FITCは抗原液の総蛋白量の

1/50量とし， 予め少量の veronalbufferで溶解し

て使用した．ひきつづきマグネチックスターラーによ

る携伴を24時間行ったのち， staining buffer脚注2)

で2日間透析を行って，遊離した FITCを完全に除

去した．以上の透析，標識などの操作はすべて4℃の

暗室下で行った．なお，こうして得られたFITC標識

抗原液は，余程注意してみないと後光色素の色調が判

別しないほど無色に近い透明なもので， Jレー瓶50本分

の粗ウイルス液から約5～6ml得られる．

脚註1)：原液A:0.015Mノ＇（；レピタール（ジェチルパル

ビツール酸2.67grを蒸留水 1lに溶解），原液B

0.5Mパルピタールソーダ（パルピタールソ－ 7'10.3

grを蒸留水 100ml ft:溶解），原液A450ml，原液
B50ml l乙蒸留水500mlを加えてpH8.7どする．
脚註2): pH 7.2, 0.15 M phosphate buffer salineの
ことで， NaH2PO，・2H200.45gr, Na2HP04・12H20

3.23gr, NaCl 8.0grを1lの蒸留水に溶解したもの

E，染色対象

( 1) 感染実験

本法により，組織切片上の抗アデノウイルス抗体が

的確に染色されることを証明するため，マウスによる

アデノウイルス感染実験を行った．すなわちマウス由

来のアデノウイルス（Hartley等3引に主って分離さ

れた FL株）を経口接種し，経目的K屠殺してその腸

管および腸間膜リンパ節の抗体産生（保有）細胞の染

色を本法により行うと共に，各臓器からのウィルス分

離と血清中和抗体価の測定を行って比較検討した．

a. マウス胎児細胞の培養.dd株均一系の妊娠マウ

スを脱血屠殺し，無菌的に胎児をとり出し，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， digestionflaskfr. 

入れ， 0.1%トリプシン加PBSに浮遊させ，室温で30

分間マグチノクスターラーによる撹祥を行った．つい

で滅菌ガーゼ、によりこれをP過して，大きな組織塊を
除去したのち，これと同量の10%仔ウシ血清加Eagle

培養液を加えてトリプシンの不活性化を行い， 2,000

r.p.m. 5分間遠沈し，その沈盗を 3%仔ウシ血清加

Eagle-MEM K再浮遊させた．この際，浮遊液を 0.5

mlとり0.5%トリパンブルー水溶液を当量加え直ちに

赤血球用計算板によりドリパンブルーに染まらない細

胞（生細胞）の数を計算し，細胞数が3×105/mlとな

るように上記の浮遊液を調整した．平角型培養瓶（；レ

ー瓶）にこのマウス胎児細胞浮遊液を 50mlずつ注入

し， 37°C下に培養を行った．

b.感染ウイルスの増殖：こうして得たマウス胎児

2代目培養細胞に，マウスアデノウイルス FL株（以

後MAdど略す）を接種した．接種方法は，前述のア

デノウイルス12型の場合と同様である.37℃下に4日

間培養をつづけ，顕微鏡下で細胞変性効果が充分に生

じているこどを確認したのち，これを回収し，凍結，

融解を 5回繰返えし行って感染用MAdスドヴクと

した．なおこのウィルス液の感染価は，上記の2代

目マウス胎児細胞の培養管5本ずつに 0.5log1oとびの

希釈で接種し，回転台法にて2週間観察し， Reed-

Muench法で計算したところ約 5x106TCD5o/mlで

あった．

c.感染方法・日令40～50日のdd株均一系マウスの

胃へ，経口的K細いポリエチレンチューブを挿入し，

上記の MAd液Oふmlを注入した．こうしてMAdを

経口接種されたマウスは， 3～10日後にその約30°0か
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回腸粘膜上皮の強い出血性壊死を伴なって繁死する

が，これを除外し， MAd接種前および接種後 3,7, 

10, 14, 21, 28日にそれぞれ3尾ずつ脱血屠殺した．

d. ウィルス（MAd）の分離・各マウスにつき，そ

の回腸および腸間膜リンパ節の10°0ホモジネートを作

成し，その遠沈上清を前記のマウス胎児細胞培養管に

接種培養し，その細胞変性効果出現の有無により判定

した．なお一部の例については，あとで述べる蛍光抗

原法用エタノール固定ノfラフィン包埋切片を用いて，

MAd免疫モノレモットトグロブリン（FITC標識）に

よる蛍光抗体法直接法を行い， MAd抗原の組織内局

在を観察した．

e血清中和抗体価の測定 使用ウィルスは前述の
接種用を予め Hanks液で 2x102TCD,0/ml l乙希釈

したものを用い，血清希釈法lとより測定した．すなわ

ち，屠殺する際に心臓穿刺により各グループ（3尾）

毎に集めた血清を 56c. 30分間加熱し，非働化し，
Hanks Rxにより 2倍階段希釈で1・4から 1:128まで
の希釈列を作り， この各希釈血清 0.5mlとウイルス

液 0.5m/(102 TCD,0）を混和して 37c下に 1時間反
応させた この血清ウイルス混合液l.Om／を前述した

と同様の方法で得たマウス胎児細胞2代目培養4本ず

つに接種し，血清対照管，ウイルス対照管とをそれぞ

れ何れも37℃下に1週間培養し，連日観察して細胞変

性効果を阻止する血清の最高希釈培数を計算した．

( 2) 臨床例

小児腸重積症の患児で手術により治！去されたものの

うち，その虫垂あるいは腸間膜リンパ節を得ることが

出来た6例につき，アデノウイルスに対する血清補体

結合抗体価の測定を行うど共に，マウス感染実験の際

と同様の方法で固定切片を作成し，次項で述べるよう

な ·A~色を行い検索した．また虫垂炎の虫垂，漬場性大

腸炎や結腸癌例の結腸についても若干例の染色を試み

た．

Ill.染色方法

( 1 ) 固定切片染色

感染実験マウスおよび臨床例の虫垂，腸間膜リンパ

節等を民りだしそれを小片とし， 4°c9:5°~エタノール

で24日寺閲固定したのち，冷無水エタノ－；＼，て 3日間脱

水し，冷キシロール処理後， 60℃パラフィンで包埋し

て型の如く無塁走光ガラス上に切F1・を作成した．キシロ

ールによる脱パラフィンを行ったのち 99°o, 95° o, 

70°0, 45°0エタノーノレで順次処理し，冷 staining

buff巴r脚庄2）で洗線後，標本周辺の緩衝液をふきとり，

前述の後光抗原液（FITC標識アデノウイルス抗原液）

を1滴のせ，湿潤な暗箱に入れて室温で3時間反応さ

せた．反応後冷 stainingbufferで少なくとも10分

間，更に液を 3回取替えて充分に洗練を行い，反応

に与からなかった後光抗原液を除去し， glycerin

buffer脚1Plを1滴のせ， 更にカバーグラスをのせた

のち，その縁をマニキュアで封じ，組織が乾燥しない

ようにした

( 2) 生細胞染色（膜染色）

感染実験マウスのうち，非接種マウスおよび MAd

経口接種7日自のマウスの腸間膜リンパ節を用いて，

生きた状態下にあるリンパ球の細胞膜染色を行った．

すなわち脱血屠殺後のリンパ節を無菌的に採取し，ハ

サミによる細切を行い，少量の staining bufferr: 

浮遊させピペットによる吸上げ吹出しを数10回行い細

胞を出来るだけバラバラとしたのち約2分間静置し，

沈殿しない部分を遠沈管に採取， 次いでこれを 1,000

r.p.m. 10分間法tt. 上清を捨て， 沈溢i乙後光抗原液
を約0.5ml加えて37℃で約30分間反応させた．なお後

光抗原液を加えるまでの操作は4°Cの冷室で行った．

反応後，冷 stainingbufferで3回遠沈，洗糠を繰

返えし，その沈連をごく少量の glycerinbufferに

浮遊させ，その1滴を無蛍光ガラスの上にのせ，カバ

ーグラスをかぶせてマニキュアで封じた．

R，観察法

超高圧水銀ランプによる励起光発生装置を装備した

Carl Zeiss社の後光顕微鏡を用いて鏡検したが，そ

の際365m11を中心とした励起波長の u.v.フィルタ
ーを使用した（UV励起方式） また接眼部にはUV吸

4X.フィルターを併用した．標本ど暗視野コンデンサー

との間lとは無後光グリセリンを用いた．

写真撮影は主にスライド用カラーフィルム（ASA

100）を用いたが，プリント用として， Trix(ASA 

400）をも併用した．露光日寺聞は 400倍の場合， ASA

100でl～2分が適正露出て、あったか，生細胞染色の

場合には，この約2倍の露光時間を要した．

実験成績

I 感染実験成績

MAd経口接種後3日目よりウイルスは腸管より分

脚註3）・前記 stainingbuffer l容と無蛍光glyce・

rine 9容とを充分にll日けしたもの．
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図 3 マウスアデノウィルス経口感染10日後のマウス回腸Lieberkiihn氏腺細胞核内IC

限局するウィルス抗原（蛍光抗体法〕．×1.000

図4 経口感染14日後のマウス回腸粘膜固有層の円形細胞に限局する

抗アデノウィルス抗体（蛍光折原法）. x 160 
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図5 2才女児腸重積症例の虫垂．蛍光折原法fCより，粘膜固有層を中心iζ折アデノウィルス

抗体保有細胞が散在しているのが認められる.x 160 

函6 凶5の左上方の拡大． ×400 
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図7 図6の標本をヘマトキシリン・エオジンで後染色したもの，図6で見られた蛍光保有細胞

（＝抗アデノウィルス抗体保有細胞）は形質細胞であることが確認できる．×400

図8 カタル性虫垂炎の虫垂．蛍光抗原法により，粘膜固有層にかたまって抗アデノウィルス

抗体保有細胞が存在している ζとが判かる．×160
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図9 結腸庖患者の非癌部分・粘膜固有層IC抗アデノウィルス抗体保有細胞が

散在する（蛍光抗原法〕ー ×160 

凶IO 7 ウスーアデノウィルス経口感染7日後のマウス腸間膜リンパ節のリンパ球（IJ莫蛍光抗原法）．

リンパf.Uf（円形細胞1,0001聞に約10～201国のj¥'ljで膜部分lこ特異蛍光を認める． ×1.000 
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図11 蛍光抗原法の特異性の証明 マウスアデノウィルスに感染させたマウス胎児細胞（カッノミースリップ上，単層培
養） It'.:まず抗マウスアデノウイノレス家兎免疫血清を反応させ，次いで FITC楓識アデノウィノレスA抗原 C蛍光抗
原液〉を反応させると感染細胞核内の封入体（ウイノレス抗原〕に一致して蛍光が認められる． ×1.000 

図12 正常マウスの尾静脈lこFITC標識アテノウィルスA抗原被を注入し， 30分後に屠殺し末染色のまま蛍光

顕微鏡で観察したもの. x 160 
胸腺の小葉間結合織に特異蛍光（抗原〕を取り込んだマグロファージが見られる．
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離されるようになり， 7～10日目にはピークとなっ
た．図3は接種後10日目の回腸を抗MAdモルモット

免疫グロプリン（FITC標識）を用いて行った鐙光抗

体はの写真であるが， Lieberkiihn氏腺上皮細胞の核

内に典型的なアデノウイルス抗原（封入体）を認める

ことが出来る．その後次第にウイルスは回腸より姿を

消してゆき，接種後2週間以後では，ウイルス分離に

よっても鐙光抗体法によっても，ウイルス抗原は証明

できなくなった．

一方， f豊光抗原法による抗アデノウイルス抗体産生

（保有）細胞の検索では，ウイルス接種7日目頃より，

回腸粘膜固有層や腸間膜リンパ節の髄索付近の円形細

胞の細胞質に典型的な特異後光を認めるようになり，

この細胞は日を経るに従い数が培えてくる（図4〕，

表1は，この後光抗原法の染色状況を，ウイルス分

離成績および血清中和抗体価の推移と共にまとめたも

のである．非感染例や感染直後のものでは，蛍光抗原

法でほ全く鍾光を有する細胞は認められないが，ウイ

ルス感染が極期を過ぎ，血清中和抗体価が上昇しはじ

めると共に，後光（特異抗体〕保有細胞が増加してく

ること地主わカ当る．

JI.臨床例

表2は小児腸重積症の6症例についてみた血清抗体

価および後光抗原法検索の結果を示すものである. 6 

例中4例l乙後光抗原t去により抗アデノウイノレス抗体保
有細胞が認められたが，このうち症例5と6では血清

表

｜ 感染前 3 

血清中 和抗体価 <4 <4 

ウイルス分離｛回 腸
＋ 

腸間膜リンパ節

後光抗原法｛回 腸
＋ 

腸間膜リンパ節

表

症 17U 1 

年令（月） 性 lllJ 19 早

抗アデノウイルス中和抗体価（初診時 <4 

2週後 × 

抗アデノウィル抗ス抗原体法 （虫垂）
（鐙光 ） 

（×は検索できなかったtの）

補体結合抗体価の推移からみてアデノウイルスに感染

したのは最近と推察された．症例3と4は2週間後の

ペア血清の検索がなされていないので最近感染したこ

とを積極的に支持することはできないーしかし初診時

の抗体価は4倍でさほど高くないにもかかわらず，後

光抗原法では虫垂と腸間膜リンパ節l乙抗アデノウィル

ス抗体保有細胞が明らかに認められた．このように血

清抗体価の上昇が充分でないのに後光抗原法で細胞内

に抗体が証明されるいうことは，マウス感染実験にお

いてもみられたことで（表1), 鐙光抗原法の方が血

清抗体価の測定より感度が高いためか，それとも細胞

内抗体と血中抗体の出現の時期に時期的ズレがあるの

かの何れかであろう．

図5は症例3の虫垂で，細胞質内の特異鐙光を有す

る円形細胞が粘膜固有層を中心に散在してみられる．

図6はこの左上方の強拡大である．鐙光保有細胞が4

個みられ，そのうち細胞の端しが見えない1個を除け

ば，その他のものは何れも円形の核が偏在し，やや円

形を呈している．写真撮影後カバーグラスを注意深く

取除き，型の如くヘマトキシリンエオジン染色を行っ

て同じ部分を普通の光学顕微鏡で撮影してみると（図

7），図6でみられた後光保有細胞はすべて形質細胞

のように思われる．この際鐙光が呈する部分は頼粒状

を示している．このような所見は隣接切片のへマトキ

シリンエオツン染色では認められないことからこの頼

粒は本法施行の結果生じた抗原抗体複合物ではないか

1 

7 10 14 21 I zs日後
<4 4 8 32 32 

什 十十 ＋ 

＋ ＋ 

＋ 一「 ＋十 す十 什

＋ ＋ -t+ ＋＋ 什

2 

5 2平 I 14 3 ♀ 

4 5 6 

6 古 5年古 3 ♀ 
一 一一
<4 4 4 32 く4
× × × 128 32 

十 ＋ ＋ ＋ 
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ど考えられる．また症例1の後光抗原法染色では，こ

のような後光保有細胞は全くみられず，血清補体結合

抗体価が4倍以下であるという事実とよく一致する．

一方，成人の虫垂炎では，本法によるとその大半の

虫垂に特異後光保有細胞が認められた．このことは成

人ではアデノウイルス群の感染を既に受け，而も腸管

壁が抗アデノウイルス抗体産生の有力な母地となって

いることを物語る．図8は12才のカタル性虫垂炎の虫

垂で，抗アデのウイルス抗体保有細胞が数多く認めら

れるが，こうした細胞は万遍に散在することはむしろ

少し虫垂を輪切りとした標本でみると， 10数個ずっ

かたよった部分が全視野に3～4個所認められること

が多い．またリンパ小節内に存在することも稀で，腸

間膜リンパ節においても，皮質ことに陸中心にはこの

ような蛍光保有細胞を認めることは殆んどない．

結腸においても，本法で染色した際，虫垂と同様に

粘膜固有層に特異鐙光すなわち抗アデノウイルス抗体

を保有する細胞が散在してみられる．図9は結腸癌患

者の結腸非癌部分を鐙光抗原法で染色したものである

が，告を光保有細胞の数に多少の差はあっても本質的に

は，前述の虫垂と同様の所見である．ところが，漬場

性大腸炎の結腸非漬場部の染色では，わずか2例に行

ったに過ぎないが，何れも特異鐙光保有細胞の数は極

度に減少しており，全視野に2～3個認めるに過ぎな

かった．

m.生細胞染色（膜盤光抗原法）
図10はMAd経口接種7日目のマウスの腸間膜リン

パ節から得た浮遊細胞に本法を行ったものであるが，

小円形細胞の細胞膜に相当してリング状の特異鐙光が

認められる．またあるものでは，いわゆる capfor-

mat ionをみることが出来る．このような細胞は非接

種マウスでも稀にみられるが，接種マウスに比してそ

の数は逢かに少し＞.この細胞膜部分に鐙光を有する細

胞の同定のために，同祝野を位相差顕微鏡で観察する

と，それが小ないしは中リンパ球であることが推察さ

れた．

本法の特異性の証明

I. Blocking test. 

上記の染色で明らかに費量光を認めた例のブロヴクよ

り，もう一枚の切片を作成し，予め非標識の抗原液で

反応させたのち，型通り鐙光抗原液による染色を行っ

ても殆んど後光を認めることは出来なかった．これは

先に行った反応で非標識抗原と切片内の特異抗体が結

合してしまうので，あとから反応させた標識抗原が抗

体と充分に結合し得ないことを示している．

Il 非染色切片の鏡検（自己豊富光の除外）．

同様の切片を脱ぐパラフィンしただけの状態で，鐙

光顕微鏡の励起光により発生する自己後光を観察した

が，上述の如き特異蛍光は全く認めなかった

ID. Sandwich法による証明

マウス胎児細胞の単層箔養を前述の方法でカパース

リップ上に作成し，これにMAdを接種した．細胞変

性効果がみられたのち，冷70%エタノールで固定し，

あらかじめ作成しておいた抗MAd家兎疫血清をこの

上にのせて室温で30分間反応させた．ついでこの血清

を冷stainingbufferで充分に洗い落してから後光抗

原液を反応させると，これが先に反応させ組織と結合

した免疫血清と特異的に結合するため，結局（培養細

胞内ウイルス抗原）＋（抗ウイルス特異抗体）＋（後

光抗原液）となって， 7 ウス胎児細胞核内のアデノウ

イルス特有の封入体（ウイルス抗原）の部分に特異後

光が証明される（図rn.表3からも明らかなように，
後光抗原法はその特異性の点からみて，きわめて秀れ

た手技といえよう．

表3 鐙光抗原法の特異性の証明

マウス胎児細胞（カパースリップ上単層培養）

マウスアデノウイルス接種 2日後固定 ｜ 非 接 種

抗マウスアデノウサギ血清 1抗マウスアデノウサギ血清｜ i抗マウスアデノウサギ血清
(FITC標識） ｜ （非標識） I I （非標識）
鐙光抗体法 I I ' 

i アデノウイルスA抗原（FITC標識）
後光抗原法

（鐙光顕微鏡下で観察）

封入体に蛍光 封入体に告を光 蛍光（ー） 鐙光（）
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考按

抗体のi'i在を組織切片上で認識しようという試み

は，以前よりいろいろ考えられてきた． Coonsら11)

は後光抗体法を応用して，予め組織切片に非標識の抗

原を！ιじさせ，抗原抗体結合物を作らせた後，別fl'..用
意した標識抗体を更に反応、させて組織上の抗体の局在

を鏡検する方法（サンドウィッチ法）（図1のa）を案

出したが，この手技は抗体産生機構の解析に広く応用

された．すなわち， White12＞は2種の抗原で感作し

た家兎のりンパ節につき，おのおの抗原に対する抗体

をそれぜ、れフローレッセンおよびローダミンて’標識し

ておいて，このサンドイソチ法の二重染色を行い，ま

たHiramotoとHamlin13＞も同様の手技を用いて2

種の抗原決定基に対する抗体を染め別けている．

ところがこの方法では，組織切片上の抗体のみなら

ず，もともと抗原が共存しているような場合には，当

然のことながらこの抗原にも標識抗体液は結合するの

で，切片上の抗体の存在ど抗原の存在とを判別するこ

どは不可能どなるし，またこの際には切片上で抗原抗

体反応を2回繰返えし行うことになるので非特異的鐙

光の介入してくる可能性が多くなり，これを避けるた

めにはこの際用いる抗原液や標識抗体液の精製を更に

一層厳密に行うことが必要となってくる．

そこで BerenbaumW.15＞は，放射性同位元素で標

識した抗原を組織切片上で反応させたのち，オートラ

ヅオグラフィーによって抗体の存在をフィルム上に描

出する方法を案出し，その特異性を示すと共に抗体重

の測定も可能であるとし， Greenら16）はこの万法とサ

ンドウィッチ法との併用を試みている．ただこの方法

は感度こそすぐれてはいるものの，放射性同位元素を

使用せねばならないことや，顕微鏡下で直接観察でき

ないといううらみがあり，また写真の露出（感光）に

数日ないし数10日を要するなど，手技上の制約があ

り，必ずしも満足すべき方法とはいえないー

また蛍光抗体法においては，後光色素で標識される

のは目標とする抗原に対する特異抗体だけではなく，

他の免疫グロブリン全体が標識されることになり，従

って後光抗体液の臓器吸収や慎重な対照染色によって

初めて特異性を主張し得るのに対して，本法は厳密に

精製された抗原そのもののみが標識されているわけで

あるから，非特異的後光の介入する余地は殆んどな

いー当初は後光抗体法l乙準じて，この後光抗原液をセ

ファデックスカラムに通してから染色に用いていた

が，この操作は不必要のようである．本法は極めて特

異性fl'..富み，後光抗体法I乙熟達していれば比較的容易

に行い得る秀れた手技であると考える．

このような手技が従来無かったためか，非特異性腸

間膜りンパ節炎や小児腸重積症の成因の1っとしてア

デノウイルス感染が推測され8)-10).45)-51)またアデノウ

イルスの有力な増殖の場として回腸が注目されながら

も52）づ3)' 未だアデノウイルスに対する特異抗体の存

在を腸管あるいは腸間膜リンパ節に認め得たとの報告

はみられない．

当然のことながら，腸管は常に外来からの抗原刺激

に曝されている．従って，その刺激がウイルスであ

れ，細菌であれ，それら抗原性物質から生体を防護す

るためには，そこになみなみならぬ免疫反応がその第

一次防禦線である腸管粘膜あるいはその第三次防禦線

である腸間膜リンパ節で繰返えし行われていることは

推察に難くないー事実，蛍光抗体法を用いて腸管壁の

免疫グロブりンを検索したところによると，正常の腸

管においても粘膜固有層には数多くの免疫グロプリン

保有形質細胞が存在し，而もその免疫グロブリンの分

布も，血清においてはlgGが大部分を占めるのに対し

て，腸管では lgAが大半を占めており54）寸7)69），この

lg Aこそ腸管における防護機構の主役をなしているも

のと考えられる5si. Porterら59）は，ブタの腸管分泌

物を集め，免疫電気泳動法tとより，その中に含まれて

いる免疫グロブリンの80%以上がlgAであることを立

証，また直接赤血球凝集反応によって大腸菌に対する

抗体価を測定し，この抗体価が抗lgA家兎血清の処理

により殆んど零になることから，抗大腸菌抗体はlgA 

に属するものとしているが，その際抗大腸菌抗体の所

在を直接鏡検したわけではなく，蛍光抗体法による

lg Aの観察から抗大腸菌抗体のあり方を予想している

に過ぎないのである．その点ここに掲げた「後光抗原

法」ともいうべき方法は，特定の抗原（アデノウイル

ス） fl'..対する特異抗体（抗アデノウイルス抗体）の存

在を，顕微鏡下に直接観察できるので，抗体産生の過

程をみる上で極めて好都合な手技である．腸管におけ

る特異抗体の存在をこのようにして鏡検した報告は筆

者の知るかぎりでは，今日までのところ全く見当らな
¥,) 

今回のマウスアデノウイルスの感染実験と臨床例の

検討の第一の目的は，この後光抗原法の特異性の確認

であったが，これとは別になお2, 3の興味ある知見

をも得た．その 1つは同一切片上にウイルス抗原どこ
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れに対する特異抗体が共存していることである．すな

わちち，アデノウイルス接種後10日自のマウスの回腸

では，なお盛んにウイルスは増殖しており，これは腸

管ホモヅネートよりの分離成績の他，後光抗体法によ

っても Lieberkiihn氏腺脅の上皮細胞核内の封入体

に一致してウイルス抗原が観察される（図3）ことか

ら，最早確かである．それど同時にその隣接切片を鐙

光抗原法に染色してみると回腸粘膜固有層に抗アデノ

ウイルス抗体をその細胞質内に保有（単なる保有なの

か産生なのかは一応関わないこどとする）している形

質細胞をもまた既に散見し得るからである．この時期

の血清中和抗体価はなお充分K上昇していないのに，

ウイルス抗原の存在する局所に特異抗体が出現してい

ることは，非常に興味深い知見で，更に腸間膜リンパ

節の生のリ ンパ球の鐙光抗原法染色（膜染色）におい

ても，感染7日目で既に細胞膜に特異抗体（recptor)

を保有するリンパ球が，非感染マウスに比して数多く

認められるという成績と併せ考え，アデノウイルス感

染どいうモデルに，この後光抗原法と従来の後光抗体

法を併用するならば，抗体産生機構の解明は更に一段

と進歩するものと期待される．また，本法t乙用いた後

光抗原液（FITC標識アデノウイルスA抗原）をマウ

スの静脈内ft:注射すると，この標識されたウイルス抗

原は30分後にいたると主として胸腺のマクロファージ

ft:捕捉され（図12), 数日後にいたるとその周辺に特

異抗体保有細胞も出現してくる60）.このことは，アデ

ノウイルス感染マウスでは，特異抗体がかなり早期に

まず胸腺に出現するという正木の報告72）と考え併せ，

興味深い．

一方，膜鐙光抗原法は未だ染色経験も浅く，染色条

件の改善，膜後光陽性細胞の固定，陽性細胞出現率算定

方法の工夫など多くの問題が残されてはいるが，その

特異性については固定切片染色同様に問題はないと考

える． リンパ球のあるものの細胞膜函に免疫グロブリ

ンが存在することは1970年Raffら叫が報告して以来，

この免疫グロブリン（surfaceimmunoglobuinまた

は receptorr-globulinの名で呼ばれている）につ

いての研究が，主に抗グロブリン血清による蛍光抗体

法によってなされてきた4ll.63）寸町． このようなその細

胞膜商にグロプリンを有するリンパ球は，骨髄由来の

ものの約半数はこれであるといわれている． Loorら

411, Pernisら63）はこのリンパ球表面の免疫クoロブリ

ンがある特定の抗原と対応していることを観察してい

る．すなわちタバコモザイクウイルスやフェリチンで

感作した場合と非感作の場合とについて，まず抗原を

反応させたあとに，それぞれに対する標識抗体を結合

させるという．いわゆるサンドウィッチ法によりリン

パ球の膜グロプリン（膜抗体）を観察している．しか

し，さきにも述べたように，サンドウィッチ法は本法

ft:比べて特異性の上で劣り，またこの場合は生のリン

パ球を扱うこともあって一回の短時間の操作で済む本

法の方が秀れていることはもとより明らかである．今

後，アデノウイルス感作をモデルとしたリンパ球膜免

疫グロプリンの解析に本法が有力な手技どして用いら

れるに至るものと大いに期待される．

臨床例の検討では，共同研究者の正木は，虫きを炎患

者の虫垂の約半数ft:，本法によって抗アデノウイルス

抗体保有細胞の出現を観察してるが， Potter61＞も正

常児血清の約87%までがアデノウイルス1,2, 3, 5, 6, 7 

型の少くとも何れかに対する中和抗体を保有している

としている．結腸においても，細胞の数こそ少いが抗

アデノウイルス抗体保有細胞が認められる67),69) 結

腸癌患者の非癌部分の本法による染色でも全例に抗体

保有細胞がみられたしかし漬湯性大腸炎の 2例で

は，わずかに散見されるに過ぎなかった Gelzayd

ら耐が潰場性大腸炎患者の直腸における免疫グロプリ

ンの分布を観察したところによると，潰湯性大腸炎で

は粘膜固有層における免疫グロプリン，どりわけlgA 

保有の形質細胞の数の減少が著明であったという． 筆

者らも現在 Crohn病や漬湯性大腸炎における腸管の

色疫グ口プリンの分布について検索をすすめている

が， Gelzaydとほぼ同様の結果を得ている刷 抗ア

デノウイルス抗体保有細胞がこの際殆んど認められな

いが，それは潰湯性大腸炎における腸管の局所免疫機

構の低下の 1つの表現に過ぎないのか，あるいはアデ

ノウイルス関与の如何にもとずくものであるのか，そ

のような点については今のところ全く不明である．

この後光抗原法は，現在のところアデノウイルスに

ついてのみ行っているが，今まで述べてきたようなア

デノウイルスの感染病理の検討はもとより，アデノウ

イルス誘発癌や，アデノウィルス感染にひきつづき発

症するといわれている小児腸重積症，腸間膜リンパ節

炎あるいは軽症虫霊炎などの発症機作の研究にも応用

され得るであろうし，更に本法とローダミン標識の抗

IgG，抗lgA，抗lgM抗体による蛍光抗体注とのこ霊

染色により，抗ウィルス抗体と lgA,lgG, lgMとの

関係を検索70）川し得る点など，抗体産生機構の解明

に有力な手段を提供するものと期待される．
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アデノウィルスのA抗原の場合，その精製方法がほ

ぼ完成されているうえに，分子構造もかなり明らかに

されており， r－グロプリン同様にFITCのイソチオシ

アン基と反応してチオカーパマイド結合を作って標識

され得ることがある程度予測された訳であるが，他の

ウイルスなどの抗原がこのように比較的容易に標識さ

れ得るか否かは今後の問題としてされている．

結 三五
回＂

アデノウイルスの可溶性抗原のうち，群共通性のA

抗原を精製し，鐙光色素を標識して鐙光抗体法IC:準じ

た方法で組織切片上の抗アデノウイルス抗体を特異的

に染色する手技を考案し，マウスによるアデノウイル

ス感染実験および臨床例の検討より，本法の特異性を

証明すると共ll:，本法を用いて，ウイルス感染に対す

る宿主の免疫学的応答に関する 2,3の新しい知見を得

たー

本論文の要旨は， ，：1¥s回国際組織細胞It.？・学会 （1972.8 
京都〕で発表した．
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