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Ⅰ 緒 言

Bittner1)に よ る マ ウ ス 乳 癌 のmilk factorの 発

見, Gross2)の マ ウ ス 白血 病 ウ イル ス の 証 明 と そ の

vertical transmission説 の 提 唱 以 来,マ ウ ス 腫 瘍 ウ

イル ス は 近 代 ウ イル ス学 的 手 法 を 駆 使 して検 討 され

て来 た.し か しなが ら腫瘍 ウイルスの分離及 び定量

的検 出法 で あ るiu vitroで のtransformation(細

胞腫瘍 化)の 試 みがマ ウス腫瘍 ウイル スでは成功せ

ぬ た め に家 鶏 肉 腫 ウイル ス3),ウ サ ギ乳頭腫 ウ イ

ル ス4), SV40ウ イルス5),等 の研究 に 比 して 大 幅な

遅れ が 目立つて い る.一 方 乳癌 ウイル ス に 対 す る
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heteroの 中和 抗体を 使用 しての 中和 実験 は 常 に 可

能で あ るが6),中 和抗体 を利用 しての赤血球 凝集阻

止,沈 降反応,補 体結 合反 応等 ウイル スの定量 的観

察 には失敗 した ものが 多 く7)8)9)10),且つ成績 の信頼

度 は甚だ低 い と云 う6).従 つて現状 では乳癌 ウ イル

スの存在を証 明す る ものはbioassayの みで あつて確

実 な定 量的検 出法 はない.他 方電子 顕微鏡 によ る観

察 では乳癌腫瘍 の 中には常 に無数 の ウイル ス粒 子が

認 め られ11)12),こ れ をマ ウス乳癌 ウイル スと呼 んで

い るが,こ れ らは乳癌 ウイル スによ る細胞癌化 の問

題,あ るいはその抗原性 とは 全 くの 別 のdimention

で の観察で あつて,両 者 を直接に結 びつけ るものは

今 の ところない.乳 癌 ウイル スに抗原性 が存在 し,

而 もheteroの 中和抗体 によ り発癌 を 阻止 出来 るの

であ るか ら,中 和抗体 を用いて螢光抗 体法を行 えば,

乳 癌 ウイルスの存在 を組織 細胞 内で 光学 顕微鏡 的に

観 察 出来 るはずで あ り,異 なつ たdimentionで の

比 較で はあ るが電顕 に よるウイル ス粒子の分布 と も

照合 出来 る.従 来螢光 抗体法で は抗 原の厳重 な精製

が要求 され,従 つ て確実な分離精製 法の知 られ てい

ない マウ ス腫瘍 ウイル スで は利 用 されてい なかつた

が,教 室 の小塚13)14)15),高 橋16)ら はFluorocarbon

を用 いてマ ウス白血 病 ウイル スの分離精製 に成功 し,

螢光抗体 法に よ り各 種 マウス腫瘍 ウイル スの抗原 分

布 を明 らか に した.ま た,市 川17)はSL白 血病 につ

き, Friendら18)はSwissマ ウス白血病を,最 近 で

はFinkら19)がRauscher白 血病 の ウイルス 抗 原

を螢 光抗 体法 によ り明 らか に して おり,マ ウス 白血

病 ウイル ス抗原 の追求 が漸 く活発 になつて来 た感が

ある.し か し,マ ウス乳癌 ウイル スに関 して螢 光抗

体 法に よ り抗原 の所在を 観 察 し た の はBrown &

 Bittner6)の 記載が あ るのみで,し か もウ イル ス 抗

原 との関係を明 らかに し得 た ものは皆無で あ る.

私 は先づ乳癌 ウイル スの分離精製法 としてGessl

erのFluorocarbon extraction20)を 採用 し,そ の精

製効果 を濾過管通過 法,分 画遠沈 法 と比較 す るため

螢光抗 体法を用 いた.本 編 ではFbuorocarbon extr

actionの 可否及 び螢 光抗体法 手技上 の検討 を行なつ

た結果 を報告す る.

Ⅱ 実験材料及び方法

A. ウイルス抗 原の精 製

1. ウ イル ス材料:岡 山大学 マ ウスコ ロニーにて

繁 殖 中のC3H系 マ ウスに自然発生せ る乳癌 腫瘤を

無菌 的に 取 出 し,直 ちに凍結 して貯 蔵 した.対 照材

料 として乳癌,白 血病 嫌発系 のRf系 成熟 マ ウスの

肝脾 を用 いた.

2. ウイルス抗原 の精製 方法

腫瘤又は対照材料を取り出して溶解後,以 下の各

操 作 を 全 く無 菌 的 に0℃ ～5℃ に 保 ち 乍 ら 行 な つ

た.

a. 濾 過 管 通 過 法

第1図 の 如 く腫 瘤3gを 生 理 食 塩 水27gと 共 に

20分 間homogenizeし て10% homogenateを 作 製 し

3,000回 転20分 間 の 遠 沈 を2回 反 覆 し,上 清 をBer

kefeld N又 はChamberland L3に 通 じてfiltrateを

得,こ れ を ウ イ ル ス抗 原 Ⅰと した.

第1図

1, 濾過管 通過法　 2. 分 画遠沈法

b. 分 画 遠 沈 法

第1図 の 如 くhomogenateの 低 速 遠 沈 上 清 を と り,

 10,000回 転20分 の 高 速 遠 沈 を 行 な い,そ の 上 清 に つ

き40,000回 転30分 の 超 遠 沈 を 行 な い,沈 渣 を 生 理 食

塩 水5mlに 浮 游 し,こ れ を抗 原 Ⅱ と した.

c. Fluorocarbon処 理 法

第2図 の 如 く組 織3gをpH 7.0 phosphate buffe

red saline (PBS) 15ml及 びFluorocarbon 7.5mlと 共

に20分 間homogenizeし, homogenateを1,500回 転

5分 間 遠 沈 し,上 清 を 一 旦 貯 蔵 し,沈 渣 に 更 にPBS

 10ml及 びFluorocarbon 5mlを 加 え て10分 間homo

genizeし, homogenateを1,500回 転5分 間 遠 沈 し,

得 られ た上 清 を 先 程 の 上 清 と 一 緒 に し て 以 下 の

Fluorocarbon処 理 を 行 な つ た.即 ちFluorocarbon

 10mlを 加 え2分 間homogenizeす る と 微 細 な 泡 沫
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第2図

3. Fluorocarbon処 理 法

液 とな り,こ れを1,500回 転 で2分 間遠沈す ると下

層 にFluorocarbonと 蛋 白の 結合せ る 泥状 の沈澱が

生 じ,上 清 は次第に脱色 されて来 る.か か る操作 を

5回 反覆す ると上 清は殆ん ど無色透 明 とな り斜光線

によつて 白 く輝 く液体 とな る.こ れを ウイル ス抗原

Ⅲと した.

B 抗血清 の作製

上記各抗原液 の 少 量 を 採 りmicro-Kjeldahl法 に

てnitrogen量 を測定 し, 0.5mgN/mlと な る様抗原

液 を稀釈 した.但 しFluorocarbon extractに ついて

は含有nitrogen量 は0.1～0.2mgN/mlで あつた た

め,そ のまま用いた.家 兎 の免疫 はcomplete Adju

vant法 によつ て行 ない, 1回 の免疫量 は3mgNと

し,一 週間 隔で3回 背筋 内に注射 し, 3週 後試験採

血 を行 なつ た.但 しFluorocarbon extractに つ いて

は1回 の免疫量 は8ml (1mgN前 後)と した.

試験採血で得 た抗 血清 は補体結 合反 応抗体稀釈 に

よ り抗体価 を測定 し80倍 以上で あつ たため, 1週 後

全採血 し,こ れ を抗原 Ⅰ, Ⅱに対 して抗 血清 Ⅰ, Ⅱ と

した.抗 原 Ⅲに対 す る抗 血清 は試験採 血時1:40の

titerを 示 すのみで あつ たので,抗 原液1mlの 静注

を5日 間 反覆 し,更 に1週 後titerが1:128と な

つた後採血 した.

C 螢 光標識抗体 の作製

抗 血清30mlを0℃ に冷却 して コルベ ン に入 れ

半飽 和硫安沈 降法に従つ て飽 和硫安30mlを 用意 し,

 magnetic stirrerにて血清 を充 分攪拌 し乍 ら硫安 を注

ぎ2分 間攪拌 後, 1,200回 転15分 で遠 沈 し,沈 渣 を

生理 食塩水10mlに 充分溶解 した後,溶 解 液量を正

確 に測 り,等 量 の飽 和硫安を 用意 して同様 の塩析 を

行 ない,か か る操 作を4回 反 覆 し,沈 渣 を6mlの

生理食塩水 に溶解す る と殆ん ど透 明なglobulin溶 液

が得 られた,こ れ をセル ローズチ ューブに入 れ0°～

4℃ の生理食 塩水 を3l入 れた鉢 に浮 かせmagnetic

 stirrerで 攪拌 し乍 ら48時 間透析 し,透 析液 を4回

交換 した.最 後 の透 析液 中に塩 化バ リウム液を滴下

して もSO4--イ オ ンは証 明 され なかつた.透 析を

完了 した グロブ リン溶液 はBiuret法 に よ り蛋 白量

を測定 し, 1.5%溶 液 となる様PBSで 稀 釈 した.

次 にpH 90炭 酸緩 衝液を準備 し,グ ロブ リン溶液

の1/9溶 を加 えてpHを 測定 し, pH 9.0～9.2と な

る様炭 酸 ソーダ溶 液で調整 した.

FlnorocarbonはBBL製 の結 晶性の ものを用い,

グ ロブ リン40mg当 り1mgのFluorescein isothioc

yanateを 型 の如 くconjugateし た. 6時 間 攪拌 し

た後 セル ローズチ ューブ に入れ, PH 7.0PBS 3lに

て透析 を行 ない,毎 日PBSを 交換 し乍 ら1週 間透

析を行 なつた.最 後 の螢光抗体 液は蛋 白量 を測定 し,

 1%蛋 白濃度 とした後,少 しづ つ分 注 し貯 蔵所 に入

れ た.

D 観察材料

C3Hマ ウスに 自然発 生せ る 乳癌 腫瘤 及 び肝,脾,

腎,肺,脳,リ ンパ 節及び骨髄 を死 後直 ちに取 り出

し, dryice-acetoneで-72℃ とせ る浴槽 中にn-hexane

の試験 管を入れ,こ れに組織片 を投 入す る と瞬 間に

凍結 出来 る.こ れを-18℃ のCryostat中 で4μ の

切片 としてslide glassに と り,指 先で 溶 解 後fan

で速 かに乾燥 し,直 ちに0°～4℃ のacetoneに 入 れ

て10分 間固定 し,再 び乾燥 して冷蔵庫 に保 存 した.

対 照材料 と しては正常成 熟C3Hマ ウス の各臓器 を

用い,乳 腺組織 は授乳期 のマ ウスの ものを用い た.

E 螢光抗体法 直接法 の染色 及び非特 異反応 の

除去

前述 の螢光抗 体液 はマ ウス肝粉 によ り非特異 的反

応 因子を除 去す ることに務め た.即 ち,予 め雑 系 マ

ウスの肝,脾 を多量 に集め, Coonsに 従つ てア セ ト

ン沈降蛋 白を生食水で 洗い乾燥 した後細粉 末 と し,

これを螢光 抗体液1mlに 対 し100mgの 比 率 で 加
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え,室 温で2時 間攪拌 し,又 は冷蔵庫 内に一昼夜放

置 し,遠 沈上清 に再 び肝 粉を加 えて反覆 した.吸 着

後 の螢光抗体 は 出来 るだ け短時 間の間 に使 用す る必

要 が あるため,吸 着 は染色 の都度 行 なつ た.直 接法

の染 色 はCoons21)に 準 じて室温 で30分 放 置 し, pH

 7.0のPhosphate fufferで 充分洗滌後10% buffered

 glycerolで 封 入 した.

特 異反応 の判定 は　① blacking test, ② 対 照

組 織の染色, ③ 対 照螢光抗体 によ る染色等 に より

決 定 したが,最 も重点 をおい た の はblocking test

であつ た.即 ち,非 標識抗血清 を用いてて標本上 で

30分 反応せ しめ た後,螢 光抗体 によ り染色す る と,

特異的反応 因子 はblockさ れてい るため染色 され な

い筈で あ る.

F 装置 及 び設備

螢光顕微 鏡室 は暗室 とし,螢 光光 源は千代 田高 輝

度水銀燈 を用い,主 と してBV励 起 によ り時 と し

てUV励 起法 に よ り観察 した.写 真 撮 影 はsuper

 ansco ASA 200,又 はSSSを 用 い, 1000倍 で は大 体

30～50分 の露 出を必要 とした.

Ⅲ 実 験 成 績

A 濾過管通過法(抗 原Ⅰ)及 び分画遠沈法(抗

原Ⅱ)に よる抗血清(抗 体Ⅰ及びⅡ)に よる染色

C3H乳 癌腫瘤の切片を抗体Ⅰで染色する と特異

螢光は胞体,結 合織及び細胞間隙に瀰漫性に強く認

められ,核 内には特異螢光は認められなかつた(写

真1, 2).抗 体Ⅰで正常マウス乳癌組織を染色する

と腺細胞胞体に強い瀰漫性螢光を,結 合織には中等

度の瀰漫性螢光を認めるが,乳 癌組織に比して遙か

にその螢光は弱かつた(写 真3, 4).抗 体Ⅰで転移

リンパ節の切片を染色すると癌細胞胞体に強い瀰漫

性螢光が見られ,細 胞間隙及び結合織にも強い螢光

が観察されたが残存するリンパ濾胞には特異螢光は

見られなかつた(写 真5).抗 体Ⅰで乳癌マウス脾

を染色すると,結 合織及び細網細胞胞体に強い瀰漫

性螢光が見られたが,細 胞間隙及びリンパ系細胞に

は特異螢光は見られなかつた.乳 癌マウスの脾,腎,

肝,脳 等では抗体Ⅰによつて星状細胞,細 網細胞,

貪喰球等の網内系細胞の胞体に中等度の瀰漫性螢

光を認め,結 合織にも弱い特異螢光がみられたが肝

細胞,糸 球体,肺 胞上皮,神 経細胞,グ リア細胞等

には特異螢光を認めなかつた,正 常G3Hマ ウスの

肝,腎,肺 においてもほぼ同様の結果が得られ,脾

では細網細胞胞体の特異螢光がやや少ない様であつ

たが有意の差とはし難かつた.

抗体Ⅱを用いて乳癌組織を染色すると抗体Ⅰによ

るものと同様に癌細胞胞体,細 胞間隙に強いびまん

性螢光を認め,結 合織の螢光はやや弱かつた.抗 体

Ⅱにより転移リンパ節及び肝,脾,腎,肺,脳 等を

染色した結果は抗体Ⅰによるものとほぼ等しく,有

意の差は認められなかつた.

B Fluoroearpon処 理法(抗 原Ⅲ)に よ る抗血

清(抗 体 Ⅱ)に よる染色

抗体Ⅲにより乳癌組織を染色すると癌細胞胞体及

び結合織のびまん性螢光は微弱となり,細 胞間隙及

び腺腔内には一部粒子状で大半はびまん性の強い特

異螢光が認められた(写 真6, 7).

正常乳腺では細胞間隙のかかる螢光は認あられず,

腺細胞胞体に微弱なびまん性螢光をみるのみであつ

た.転 移リンパ節では癌細胞胞体には微弱なびまん

性螢光を見るのみであつたが,細 胞間隙には粒子状

螢光の集合とみられる強い特異螢光が散在し,細 網

細胞胞体内には粒子状螢光が集合するものが見 られ

た.

乳癌マウス脾では脾髄には特異螢光はみられず脾

柱及び結合織中に存在する細網細胞の一部に,胞 体

内にびまん性の特異螢光を有するものがあつた.乳

癌マウス肝では稀に星状細胞の胞体内に中等度のび

まん性螢光を認めたが粒子状螢光は明らかでなかつ

た.乳 癌マウスの腎,肺,脳 の切片では乳癌組織 リ

ンパ節,又 は脾にみられた如き特異螢光は認められ

ず,正 常C3Hマ ウス臓器切片の染色と全く異なら

なかつた.乳 癌マウス骨髄の塗抹標本を染色すると

顆粒球就中好酸球の胞体に顆粒の非特異螢光が出現

し,そ の螢光はblocking testによつても消失しな

かつた.従 つて骨髄においては乳癌腫瘍における如

き特異螢光は存在しなかつたが,脾 細網細胞にみら

れる様な特異螢光の存否については不明であつた.

C 正常Rfマ ウス肝,脾 に対する抗血清による

染色

濾過管通過法による抗体で染色すると,乳 癌組織

の結合織が強いびまん性特異螢光を呈し,癌 細胞及

び細胞間隙には甚だ微弱な螢光がみられたにすぎな

い.正 常乳腺においても同じ結果が得られたが,転

移リンパ節では結合織及び浸潤円型細胞の胞体に強

いびまん性螢光がみられ癌細胞には特異螢光を認め

なかつた.肝 では肝細胞胞体及び結合織に強いびま

ん性螢光を認め,脾 では脾髄,脾 梁共にびまん性の

螢光に覆われた.分 画遠沈法による抗体で染色した
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場 合 もほぼ同様 の結果が得 られ た.

Fluorocarbon処 理法に よる抗体 を用 い ると,殆 ん

ど特異螢光 は認 め られず,僅 か に脾 の結合織 に淡 い

びまん性の螢光が認め られ た.

D 螢光抗体直接法の手技に関する二,三 の改良

(教室小塚による)

1. 螢光抗 体の性 状

螢光抗 体に関 して は抗体 グロブ リン1分 子 に対 し

てfluorescein isothiocyanate何 分子 が結合 して いる

かを測定 す ることが行な われて い る.色 素F対 蛋 白

Pの 分 子比即 ちF/Pratioは1～2の ものが望 ま し

く, 3以 上で は非特異螢光 を防 ぎえない と云 われて

い る.単 位蛋 白量をBiuret法 で 測定 して おき0.1

NNaOHに てpH 12.0と せ る螢光抗体 の 色素濃度

を, 490mμ に おける紫外線 吸光度 に よ り測定 する

と標準吸光度 曲線 と比較 して濃 度を決定 し得 る.か

か る方法に よ り測定 したF/P ratioは 抗体 Ⅰは4.5,

抗体 Ⅱは3.2,抗 体 Ⅲは4.1附 近で あつ た.従 つて

色素過剰 となつた ことは明 らかで あ り,こ の色 素過

剰結合のglobulinを 除 くため, DEAE Cellulose分

画法を用い た.即 ち,径10mmのColumnにpH 7.0

PBSに 浮游せ るDEAE Celluloseを 約2cmつ め,螢

光 抗体 を注いで滴下速度を1ml 4分 間 とす る様 に

調節 した.か か るDEAE Cellulose通 過 によ り螢光

抗 体は比較的色素濃度が薄 くな り, F/P ratioは 抗

体 Ⅰが2.4,抗 体Ⅱが2.0,抗 体Ⅲが1.7と なつ た.

2. 螢 光抗 体の非特異反応 の吸収

マ ウス肝粉 のみに よる吸着 では顆 粒球の非特異 螢

光を除去出来ないた め,正 常成熟 雑系マ ウスの肝,

脾,腎,骨 髄 をhomogenizeしacetonを 加 え て沈

降せ る蛋 白を生理食塩水で5回 洗 滌 し, 12,000回 転

遠 沈 して沈渣を1mlの 螢光 抗体に約200mgの 比

で加えた.吸 着は0° ～4℃ にて12時 間行な い,引

続 いてマ ウス肝粉に よる吸着 を反 覆 した後染色 を行

なつた.

上述 の処理 を行なつ た抗体 Ⅲで乳癌 組織を染色 す

ると癌細 胞胞 体及び細胞間 際の特 異螢光 は弱 くなつ

たが殆 んどはびまん性螢光 で粒子状 の ものははつ き

りしなかつた.

3. 切 片標 本の固定及 び染色 法の改良

冷 メタノール固定冷 アセ トン固定を行 なつ て比較

したがメタ ノール固定,で は組織 全体 にびまん性の

螢光が強 く,ウ イル ス抗原 の検索 には不適 であつた.

アセ トン固定 での染 色は前述の如 くであつ たが,固

定液 にFluorocarbonを 加 え ると 細胞 全体の びまん

性 螢 光 は甚 し く減 弱 し,ア セ トン対Fluorocarbon

の比 が1:1の 際最 もきれい な標本 が得 られ,抗 体

Ⅲで染色す る と,細 胞 間隙 のび まん性 螢光 は全 く認

め られ な くな り,ウ イルス抗原の存 在を示す微 細な

粒子状螢 光が細胞間隙 に散在す るのが認め られ,癌

細胞胞体 には弱いび まん性 螢光が残 存 した.但 し骨

髄塗抹標本 ではacetone対Fluorocarbonの 比 が1

:1の ものでは細胞が大半 は剥離 して しまうため2

:1の 比 とせ るもの を用いた.上 述 の特 異螢光 は非

特 異螢光 を極 度に除去 した もので あるが,特 異 螢光

自体 も非常 に弱 く紫外線照 射を続 けて行 くうちに消

滅す る ものが多かつ た.そ こで室温30分 間染色 と云

うの を改 めて0° ～4℃ にて6～12時 間染色 してみ

た.す ると細 胞間隙 の粒子状 螢光 はかな り強 く鮮 明

とな り螢光 粒子の数 も30分染 色の ものに比 し遙 かに

多数 となつた.

4. 直接 法改良法 によ る抗体 Ⅲの染 色結果

乳癌組織 の凍結切片 を第3図 の如 き方法で染 色 し

た.特 異 螢光は大小 の粒子状 螢光 として認 あ られ癌

細胞周 囲及 び細胞間隙 又は腺腔 内に散在 して お り,

癌細胞胞体 内に は弱 いびまん性螢光 が見 られ,か か

第3図　 直接法染色改良法
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る螢光は非癌細胞には認あられなかつた(写 真8).

転移リンパ節では特異螢光粒子は癌腫に比して遙か

に少なかつたが,細 網細胞胞体には粒子状螢光を含

有するものが少なからず認められた.脾 及び肝にお

いては細網細胞内に粒子状螢光の集団として認めら

れるものが存在した.骨 髄においては顆粒球の非特

異螢光はも早やみられず,ウ イルス抗原の所在を示

す特異螢光は認あ得なかつた.

Ⅳ 総 括 及 び 考 案

ウイルス粒子を宿主 細胞構成成分 よ り細胞破壊時

に分離す ることは仲 々に困難 であつて, methylalcc

hol22), Protaminsulfate23)を 用い た り, filtration又

は分画遠 沈法24)等に より分離 精製 が試み られ て来た

が,動 物 ウイルスは植物 ウイルス と異 なつ て甚だ精

製 しに くい ものであ る.

又一旦 ウイル ス精製材料 が得 られて も腫瘍 ウイル

スの如 く感染titerの 標準が決 め難い材料 では超遠

沈Pelletの 電 顕観察25)に より精製度 を知 るしか な

く,こ れ とて もcontaminating virusの 混 入 に対 し

ては全 く対抗手 段が ない.現 状で は腫 瘍 ウイル スを

最 も効果 的に分離精製 す るには分画遠沈 法(moloney

26))が 最 良 とされてい るが,本 法に よつ て もウイル

ス粒子 と同時 に多量 の非 ウイル ス性 蛋 白が混入 し,

後者 を ウイル ス粒子か ら物理 的に分離除去す るのは

不可能 に近 い.こ の非 ウイルス性 蛋白の除去法 とし

て登 場 したの がGesslerのFluorocarbon extraction20)

で あ る. Gessler27)に よ ると 組織浮游 液 対Fluoroc

arbonの 比が1:1乃 至1:2の 範 囲 で は3回 の

extraction操 作 によ り3層 に分離 出来た とい う.最

上 層は可溶性非 蛋白性物質 と核 蛋 白体 であ り,中 間

層 は細胞質蛋 白とFluorocarbonのemulsionで あ り,

下 層 は遊 離脂質を 溶解せ る 残余のFluorocarbonで

あ る. Gesslerの い う核 蛋白体 とは 形態上は リボゾ

ー ム又 は ウイルスの性格 を有 して いた.

以来Fluorocarbon法 は組織 の みではな く細胞浮

游 液27)28)29)や,細胞 培養液30)からの ウイル ス分離 に

利用 され,ウ イル スと中和 抗体のComplexか ら も

ウィル スを精製 出来 るとい う31)32).ウ イル ス感染 価

をextractionの 各段階 で調べ ると, 3回 目 迄 は上

昇 し, 4回 目以後 は低下 し始め たとい う28)29)30).併

し蛋 白 とFluorocarbonのemulsion中 には完 全な形

の ウイル スは発見 で き な い か ら, 4回 目 以 後 の

extractionで は ウイル ス粒子が次第 に 核酸 と ウイル

ス蛋 白 とに分解 され るら しい.即 ち,細 胞 蛋 白 を

eatractionに よつて取除 けば除 く程 ウイル ス 粒子 は

分解 されて感染価 の低下 を来 す もの と思 われ る.但

し, Hamparian34)に よれば 補 体 結合性 ウイル ス抗

原 又は抗補体 活性 の減 少は 頻 回のFluorocarbon ex

tractionに も拘 らず甚 だ軽微 であつ た とい う.

Fluorocarbonを 用いて腫瘍 ウイル スの 分 離精 製を

行 なつた文献 は甚だ少 な く,家 鶏 肉腫35)30)RⅢ マ

ウス乳癌 ウイル ス36)及び教 室の岡 田33),小 塚13)によ

るマ ウス白血病 ウイル スに関す る ものがみ られ るに

すぎな い.従 来マ ウス乳 癌因子 に対 す る抗 体を作製

し,抗 体価 をroutineのtitrationで 決定 す るの は

非常 に難 しい とされ7)8)9)10), Brown & Bittaer6)は

中和抗体 に よる発症阻止 が最 も確 実であ るが, 6ヶ

月乃至2年 の観察 が必 要で あるため,螢 光抗体 法 に

よ り抗体 価を測定 し,中 和実験 の結 果 とよ く一 致 し

たとい う.

私はC3H乳 癌のFluorocarbon extractに よ り家兎

抗血 清を作製 し,補 体結合反応 に よる抗体 価は1:

128を 示 した. extractの 蛋 白量 はmicro-kyeldahl法

では測定不能 の微量で あ り,一 方電顕 的検 索の結果

は径80～120mμ の球 形粒子が 多数認 め られて お り,

この結果 はStone & Mosre36)がRⅢ マウス 乳癌 の

Furoocarbon extractの 超遠沈 ペ レ ッ トに観察 した粒

子 と同 じ所見で あ る. Stoneら はextractに よるbi

oasaayに 成功 してお り,本 法 によ りウイル ス蛋 白が

変性 を来 して膜 構造等 は不明瞭 とな るが核酸 は存在

し,感 染能 を残 存す ると述べ てい る.

Fluorocarbon extractに 含 まれ る 非蛋 白性 物質の

分析 はDe Carvalho38)ら によつてな され,本 法 で

ウ イル スを含 まない細胞を処理 す ると精製 リボゾー

ムが得 られ たとい う39)40)41)42).更にexct. ractionを

繰 り返す と蛋 白反応が陰性 とな り(即 ち280mμ に

おけ る吸光度 が0に 近 くな る)257～260mμ に 極大,

 229～240nμ に極小吸光値 を もつpurineやpyrimi

dine特 有 の吸収 スペ ク トルが 出現 した.か か る 吸

収 曲線 は正 常組織 のextractで は甚だ低濃 度で あ り,

白血病又 は腫瘍組織 か らのextractで は数倍 の濃 度

に達 した とい う40). extractをOrcinol及 びdipheu

-ylamine法43)で 核酸 を定量す ると高濃 度の核酸成 分

が検 出 され, RNAとDNAの 存 在を示すnitrogen

対phosphorusの 比は10:1で あ り,多 量 のRNA

が存 在す るといつて いる40).教 室 岡 田37)はAKR白

血 病組織 のFluorocarbon extractに つ いて吸光値,

 RNA量 を測定 し, Carvalhoと 同 じ結 果を得 てい る

し,教 室 高橋16)もC58白 血病 につ いて 追試 して い
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る.

上述の諸成績 は何れ もGesslerのFluorocarbon法

に よつてRNA型 腫瘍 ウイル スが分離精製 出来 る こ

とを示 してお り,粒 子の形態変化 に も見 られ る如 く

extractionを 繰 り返す程,ウ イル ス蛋白は破壊 され,

感染能は低下 し,抗 原性 も失 なわれて行 くものと考

え られ る.従 つてextractionの 回 数はRous sarcoma

 virusに 於 けるEpstein35)の5回, RⅢ マウス乳癌

ウイル スにお けるStone & Moore36)が 同 じ く5回

で中止 してい る処か ら, 5回 処理 を ウイル ス抗 原 を

保存す るための安全圏 と考 えた.

次に実験成績 につ いてみ ると, filtrating method,

 differential centrifuging method何 れ の 方法 に よ る

ものも螢光抗体 の組織 に対 す る反応 は甚 だ強 く,且

つ特異螢光 の主体 は臓 器特異抗原 によつて支配 され

て いることが 明瞭であ る.か か る抗原 は正常 の同 じ

組織 によ り吸 着せ ねば除去す ることは出来 ない.従

つ て肝粉 によ る吸着 では種属特異性 の一般抗原 を除

いたにと どま り乳腺組織 に対 する抗 体成 分はintact

のまま残 存す る筈であ る.換 言すれ ば正常 乳腺組織

によ り抗体 Ⅰ及 び抗 体 Ⅱを充 分に吸着せ ぬ限 りウイ

ル ス抗原 の特異反応 を観察す ること,は出来 や ことに

な り,抗 体 Ⅰ,Ⅱ を用 いた私の実験 は失敗 した とい

うべ きで ある.

次にFluorocarbon extractを 用い た抗体 Ⅲによ る

染 色結果では乳腺組織 の臓 器特異抗原 に対 する反 応

は甚だ微 弱であ りnegligibleで あつ たが ウイ ルス抗

原 の存在を示 さねばな らない特 異螢光 も又不 明瞭な

ものであつた.補 体結合反応 に より測定 した抗原 液

対抗血清のtiterは1:128を 示 したので あるか ら,

 Fluorocarbon extract中 に含 まれ る 蛋 白に 対 して充

分 量の抗 体が存在す ることは確実 であ る.標 本上 に

充 分な特 異螢光が出現 しないの は反応条件が不適 当

であるため との考えの下 に私 は教 室小塚15)に従 つて

固定,染 色条件,染 色法 について吟味を行 なつ た.

その結果 は直接法改良法15)によ りウイル ス抗原 の螢

光 を明瞭に出現 せ しめ得た し,又 補体法 の採用(第

2編 で詳述)に よつて一層 多数の ウイル ス抗原 を観

察 し得た.

直 接法 について考察 してみ るとaceton固 定 に よ

る標本では ウイルス抗原性が損 なわれ るので はな く,

宿主 細胞蛋 白が ウイル ス抗体 を覆 つて し ま い, De

 Carvalho39)に よればFluorocarbon extractに は リボ

ゾーム蛋 白が存 在す るか らこれ らの抗体成分 によつ

て細胞抗原 が染 色 され る結果,ウ イル ス抗原 の存 在

を識別 出来 な くす る もの と考え られ る.改 良法 に お

い てFluorocarbonとacetoneの 等量 混 合 液 によ り

固定 した場合 はFluorocarbonの 脂 溶,除 蛋 白作用

によ り細胞 抗原成分 は著明に減少 し,そ の結果 とし

て ウイルス抗原が非常 に反応 し易 い状 態で露 出 して

来 る ものと考え られ る.か か る状態 におい て も4μの

厚 さの切片 では深 部に迄,抗 体 グ ロブ リンが到 達 し

達 し難 い ことが考 え られ,そ のため6～12時 間の反

応時間 を与えて充分 な る抗原抗体結 合を期 したので

ある.直 接法改良法 において癌細胞 胞体 にびまん性

の弱 い特 異螢光 が見 られ たのはDe Carvalboの リボ

ゾー ム蛋 白に由来す る と考え られ,彼 のい う腫 瘍特

異抗原 との関連を考慮せ ねばな らない.即 ち, Tay

lor42), De Carvalho etal41), Mc Kenna etal44)ら は

ニワ トリ腫瘍,ヒ ト腫瘍細胞 等 か らFluorocarbon

によ り腫瘍特異抗原 を 抽 出 し た と い し, Schwarz

etal46)も ヒ ト白血病組 織 よ り, Whitaker etal40)も

同様 の抗原 を観察 した とい う.何 れ もその理 由 とし

てFluorocarbonに よ り リボ ゾーム 蛋 白が 抽 出 され,

而 も腫瘍 におけ る リボゾー ム蛋 白は核酸の異常 を反

射 して正常 とは異 なつ た もので腫瘍 に特異 的で ある

か らとい うもので ある. C3H乳 癌細 胞 の 胞 体 内に

私の観察 したび まん性 の抗原 は正常 乳腺細胞 に もみ

られ,転 移 リンパ節 では少なか つた点 よ り乳腺組織

特異性 の リボゾーム蛋 白で ある可能 性が強 い と思 わ

れ るが,腫 瘍特異性抗原 の存在 を否 定す ることは出

来 ない.

Ⅴ 結 語

C3Hマ ウス乳癌 の ウイルス 抗原 を 螢光 抗体法 に

よ り観 察す るた め,ウ イル ス抗原 の精製法及 び螢光

抗体法手技 の改良 を検 討 した.そ の結果

1. filtration及 び 分画遠沈法 によ る ウイルス 抗

原の精製 は宿主細胞蛋 白の混入 が著 し く,こ れ によ

り得 られた螢光抗体 では ウイル ス抗 原の観 察は 出来

なかつ た.

2. Fluorocarbon extractionで は宿 主 細胞蛋 白を

殆ん ど完全 に除去 した ウイル ス抗原が得 られ,こ れ

によ り得 られ た螢 光抗 体 によ りウイル ス抗 原の存在

を示 す特異螢光 が観察 され た.

3. 螢光抗体法直 接法で は螢光抗体 の精 製を厳 重

に し, acetone-fluorocarbcon混 合液 によ り 標本を 固

定 し, 6時 間以上 の染色 によ り粒子状 の ウイルス抗

原 の螢光が 多数,か つ 明瞭に観察 出来た.
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Virus preparations were obtained from mammary tumors which developed spontaneously 
in C3H mice by three different methods; 1) filtration through Berkefeld-N or Chamberland 
L3 filters, 2) differential centrifugations, and 3) fluorocarbou extraction. Each virus prepara
tion was used for immunizing rabbits, and was then evaluated for the degree of purification 
of the viral antigens by direct immunofluorescent staining. Following results were obtained:

1. The fluorocarbon extractin method was more excellent for the purification of mammary 
cancer virus than filtration or differential centrifugation method.

2. Staining procedure of the direct immunofluorescence was improved as follows; frozen 
sections were fixed with cold acetone-fluorocarbon mixture instead of coid acetone, and durati
on of staining was prolongel over six hours in a cold moist chamber. As a result it was po
ssible to observe clearer and more numerous fluorescence than by the direct staining of Coons' 
original procedure.
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巻 幡 論 文 附 図

写真1 C3H乳 癌組織対抗体 Ⅰ　100倍 写 真2 C3H乳 癌 組織対抗体 Ⅰ　400倍

写真3 C3Hマ ウス正 常乳腺組織対抗体 Ⅰ

　100倍

写真4 C3Hマ ウス正 常乳腺組織 対抗体 Ⅰ

　400倍
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巻 幡 論 文 附 図

写真5 C3H乳 癌転 移 リンパ 節対抗体Ⅲ

　400倍

写 真6 C3H乳 癌組織対抗 体Ⅲ　 100倍

写 真7 C3H乳 癌 組織 対抗体 Ⅲ　400倍 写 真8 C3H乳 癌組織対抗 体Ⅲ　 直接 法

　改 良法　 400倍


