
 

Instructions for use

Title 馬鈴薯ウイルス病の免疫学的研究 （第８報） : 血清蛋白質に関する研究

Author(s) 村山, 大記; 伊藤, 時哉; 犬養, 勝一

Citation 北海道大学農学部邦文紀要, 3(2), 128-135

Issue Date 1959-06-15

Doc URL http://hdl.handle.net/2115/11681

Type bulletin (article)

File Information 3(2)_p128-135.pdf

Hokkaido University Collection of Scholarly and Academic Papers : HUSCAP

https://eprints.lib.hokudai.ac.jp/dspace/about.en.jsp


馬鈴薯ウイルス病の免疫学的研究(第 8報)

血清蛋白質に関する研究

村山

伊藤

犬養

大記*

時 哉料

勝 一料

Immunological studies on the potato virus diseases 

VIII. Studies on the serum protein 

By 

Daiki MURAYAMA， Tokiya ITo and Katsuichi INUKAI 

1. 緒 弓=ー日

馬鈴薯Xウイルス汁液を家兎に反夜注射することに

よってその血清中にXウイルスに対する抗体の産生す

ることが知られている CGratiaand Manil， 1934; 

Bawden， 1935; Chester， 1935， a， b， c， 1937; 

Spooner and Bawden， 1935; Bawden and Pirie， 

1936， 38; Bawden， Pirie and Spooner， 1936; 村

山・山田・松宮， 1949， 50， 51;その他〉。かかる抗血

清において抗体が蛋白成分中どの部分に含まれている

かについて Tiselius 電気泳動装置により電気泳動的

に研究すると共に Biuret法(亜硫酸ソーダ塩析法〕

を用いて研究を行った。次にかかる抗血清より抗体を

純粋に取出す為に特異的方法として Chester(1936) 

による酸処理加温の方法並びに非特異的方法として

Cohn等 (1940)による方法を用いて研究を行った。

本文を草するに当り御教示を頂いた北大低温研究所林

喬義助教授及び種々御援助を頂いた北大獣医学部助手

太田義夫氏並に農林省胆振馬鈴薯原々種農場谷津繁氏

に対し厚く謝意を表する次第である。

II. 実験材料並に実験方法

抗血清

Xウイルス汁j伎は Bawdenand Pirie (1938)の方

法により精製し，抗Xウイルス血清は精製ウイルスを

* 北海道大学反学部植物学教室
材北海道大学獣医学部生化学教室

毎回 2cc 宛家兎C3~4kg) の耳静脈に 4 日間隔にて

注射し約 1ヶ月乃至 1ヶ月半後1部採血し力価の充分

高まったのを確めた後，最後の注射から 10日目に全

採血を行った。血液は 0~30C にて保存した。

i兎降反応

前報告(村山・J.LI国・松宮.1949， 50， 51)と同様

である。

吸収血清

抗血清に精製濃縮したXウイルス汁液を階段的に増

量したものを夫々加え，よくまぜて 37
0Cに2時間加

温後1夜冷蔵庫中に放置し，後取出して遠心分離を行

った。かかる上清にっし、て，沈降反応を行い完全吸収

に要するウイルス汁液の適量を求めた。かくして吸収

を行った血清を用いた。

II. 抗 Xウイルス血清におけ

る各蛋自の動き

同一家兎の正常血清，抗Xウイルス血清並にXウイ

ルス汁液を以て吸収した血清における各蛋白の動きを

電気泳動的方法並に亜硫酸ソーダによる Biuret法に

よって研究を行った。

A. 電気涼動的研究

同一家兎よりの正常血清，抗血清並に吸収血清:i:'用

い， Tiselius電気泳動製置 (micro-cell)により 100C

にて燐酸緩衝液 (pH7.8，μ=0.144)を以て泳勤時

間 50分にて測定し得た泳動図について比較研究を行
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第 1表 血清蛋白分屑の電気泳動的分布。の

家兎番号
globulin 

A/G 血 清ー albumin 
α F r 

E 常血清一 66.57 6.10 10.12 17.20 1. 99 

抗血清 55.94 8.68 11.19 24.20 1.27 

吸収血清 62.88 8.07 8.14 20.91 1.69 

正常血清 64.86 6.66 10.22 18.27 1.85 

抗血清 38.03 7.20 10.64 44.13 0.61 

吸収血清 61.84 10.20 7.86 20.10 1.62 

正常血清 60.88 7.20 8.95 23.16 1.56 

抗血清 45.83 6.03 8.47 39.66 0.85 

吸収血清 55.57 8.67 10.80 24.96 1.25 

正常血清 61.07 7.38 9.43 22.12 1.57 

抗血清 51.75 8.57 10.80 28.88 1.07 

吸収血清 55.00 11. 94 9.59 23.47 1.22 

正常血清 58.38 8.53 10.37 22.72 1.40 

抗血清 52.38 9.77 10.40 27.45 1.10 

吸収血清 56.73 10.10 12.94 20.23 1. 31 

正常血清 62.68 6.14 12.60 18.58 1.68 

抗血清 50.51 9.39 13.73 26.37 1.02 

吸収血清 57.37 11.48 12.20 18.95 1. 35 

正常血清 58.46 8.21 10.56 22.77 1.41 

抗血清 49.80 9.41 11.43 29.36 0.99 

吸収血清 60.33 7.39 10.65 21.63 1.52 

った。電気泳動にて得たる patternについて血清蛋白 いて r-globulinの増減が著明に認められる。

分屑の濃度比(:，，;の合示すと次表の如くである。(第 B. Biuret法による研究

1表 28，21及び 16.3μ 亜硫酸ソーダ溶液を血清にカ日

以上の実験結果を見るに，電気泳動的分布に於て え，混和後混濁波及び治、淡に Biuret試薬 (0.2規定

抗血清は正常血清に比して albuminが減少し， 苛性ソーダ，酒石酸カリソーダ，硫酸銅，ヨードカリ〉

r-globulinはかなりの増加が認められ， A-1血清に を加えて発色せしめて後光電比色計(標準型光電比色

ては約4割， A-2血清にては約 14害1]，A-3血清に 計一伊藤研究所製及び Erma光電比色計〉を用いて北

ては約7j!fI]の増加が認められた。又 Sー1，S-2， S-3 色を行った結果は次表の如くである。尚数値は同一試

及び S-6血清にても夫々約 3，2， 4及び3劉の増加 料につき数回実験をJ又援し，その平均をとったもので

が認められた。 α並びに s-globulinは r-globulin ある。(第2表〕

に比べればその増減の差異は著しくな七殆ど同等と 以上の結果を見るにがし血清に比して吸収血清は

認められるものも見られた。またA/G にては正常血 albuminが増加し， r-globulin の減少が認められた

清に比較すると抗血清は減少を示した。(濃度上ヒ〕。また A/Gが増加した。以上の結果から考

然るに吸収血清にては抗血清に比較して albumin 察し前法によると同様に抗体は r-globulinの部分に

は増加し， r-globulinは減少して正常血清のそれの値 含まれていると考えられるが，数値の上からは前法程

に近似した数値を示し， A/G も亦増加した。 明瞭ではなかった。これは本法はかなり種々の条件に

RPち以上の結果より考察し抗体は r-globulinの部 よって影響を受け易い為と考えられる。また前法によ

分に含まれているものと思惟される。各血病における る各笈白分屑の濃度比と本法のそれとは・般に多少数

泳動図は図版に示す如くマある。即ちこの泳動図にお 値の異なることが認められている。
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第 2表 Biuret 11:ーによる血清盛白分屑

家兎番号 jfI~ 消
globulin 

albumin A/G 
α P r 

一一一一一
抗血消 42.70 

吸収血清 46.00 

抗血清 40.13 

吸収 I血清 44.00 

抗 J血清 44.70 

吸収血清 44.56 

抗 j血清 38.88 

吸収血清 45.24 

抗血清 38.38 

吸収血清 45.86 

抗血清 39.46 

吸収血清 45.45 

波長 540mμ，cuvette: 2 cc. 

IV. 抗体の精製

抗体価の低い抗血清ではウイルスの検出，ウイルス

の諸性状の検索その他の研究にかなりの困難を感ずる

ことがある。かかる抗血清の抗体価を高める方法とし

て免疫原に対する種々の処理が考えられるが，また一

方抗血清の精製濃縮も亦その 1方法であると考えられ

る。それで光ず抗体の精製を目的として次の実験を行

った。

前述の実験より抗血清の rglobulin中に抗体が含

まれていると考えられるので次の如く特異的方法と非

特異的方法とによって抗体 globulinを得んと試み

た。

A. 特異的方法による抗体の解離 (liberation)

実験第 1

抗Xウイルス血清(原液)に精製濃縮したXウイル

ス汁液を充分に加え 370Cに2時間加温後 1夜実験

室内に静置し紫状沈降物を充分に生ぜしめた。該液を

遠心分離 (3，500r.p.m.， 20分〉した後上清を捨て，

沈澄を生理食塩水にて 2，3回洗った後，沈溢を生理

食塩水(原量の約 1/2量)にとかし， N/20HClを用

いて pH7.0~pH 2.0とし， 370C， 2時間加温後 pH

7に調整し，後遠心分離を行った。その上清に等量の

Xウイルス汁液 (Xウイルス陸病トマトの搾汁)， :fj"C 

Xウイルス血清，健全トマト搾汁及び正常血清を加

え， 37
0

C， 2時間加温後沈降物の有無を検した。対照

として抗血清にXウイルス汁泌を， Xウイルス汁液に

15.90 15.70 25.70 0.75 

18.00 16.00 20.00 0.85 

16.77 10.80 32.30 0.67 

22.00 12.00 22.00 0.79 

22.12 13.07 24.11 0.69 

21.66 15.00 18.78 0.80 

24.87 11.88 24.37 0.64 

22.43 13.28 19.05 0.83 

22.23 10.10 29.29 0.62 

25.16 10.61 18.37 0.85 

23.68 12.05 24.81 0.65 

21.00 15.37 18.18 0.83 

抗血清を加え，また沈i澄を洗機した液にもウイルス汁

液，打cxウイルス血清，健全トマト搾汁及び正常血清
を加え， i:む降反応を行った。

実験結果は次表の如くである。

第 3表特異的沈降物より抗体の解隙

沈降反応
pH 沈降物

ウイル トマト 1正常
ス汁液抗jfU1育搾汁 血清

7.0 4十
6.6 * 6.0 4十
5.4 4十
5.0 4十
4.4 (+) 4十
4.0 (+) 4十
3.4 (十〕 4十
3.0 (+) 4十
2.4 (+) +十

2.0 (+) 4十
一一

十ト
対照 抗血清 4十

一一
1 

2 

以上のごとく pH変更後 370C，2時間加温した波

における洗降物を見るに pH7~5 迄のものには著明

な紫状比降物が見られたが， pHS以下のものではは;



村山・伊藤・犬養.馬鈴薯ウイルス病の免疫学的研究(第8報) 131 

降物が殆ど見られなかったo かかる液を pH7に調

整し後遺Jじ、分離したるに pH7~5 の区では著しし、

沈澱を生じたが， pH5以下の区では試験管l底に極め

て少量の固い沈澱物が認められたに過ぎなかった。遠

心分離を行ったj夜の上清に等量のウイルス?十波， fn:X 
ウイルス血清，健全トマト搾汁及び正常血清を加え，

37
0
Cに 2時間加温を行った結果では xウイルス

汁J伎を加えた場合， pH 4.4以下に処理加温した区

(pH修正前〕に著しし、反応が認められた。 抗血清，

健全トマト搾汁及び正常血清~加えたものには反応が

認められなかった。

以上の結果から pH5以下にて 370Cに 2時間加

温すれば抗体が解離するものと考えられる。また洗務

液中には抗体もウイルスも認められなかった。

実験第 2

前実験において抗原抗体の結合物を酸処理加湿する

ことによって抗体が解離することが判明したので抗体

の精製濃縮を試みた。

先ず抗原量を変えることにより抗原抗体の結合を充

分に生ぜしめるに要する適量を調べ，後かかる抗原量

を加えて抗原と抗体とを充分に結合せしめて後遠心分

離を行い生理食塩水にて 2，3回沈澄を洗練した。後抗

血清の原量の約 1/2量の生理食塩水にとかし， N/10 

HClを添加して pH3とし， 370C， 2時間加温後 pH

7に調整し:遠心分離した上清を用いた。かかる上清

(解離抗体を含む)と抗X ウイルス血清とを用いて沈

降反応を行って夫々のカ価を比較した。実験結果は次

表の如くである。

第 4表抗血清及びμ再If.抗体の刀価

以上のごとく解離抗体 W[血清原量の約 1/2]室の生

理食塩水にとかす)の力価は抗血清のそれに比して梢

低かった。解離抗体の力価を高めるには更に濃縮が必

要であろう。解離抗体sitに対照抗血清の電気泳動図は

図版に示す如くである。

この泳動凶より見るに r-globulinの部分に peak

が見られ，解離抗体は r-globulinと考えられる。

B.非特異的方法による抗体の精製 (Cohn等

(1940)による低温低イオン強度アルコール分別法)

血清量の関係から Cohn等 (1940)による低温 ethanol

分画法により血清蛍白の分画を行った。本法を簡単に

示すと次の虫11くである。

serum(l: 1)十40%:alcohol 
OoC (final 159の

上清+50;>，;' a1cohol 沈澄
pH7.2~ -50C -... (fi.n.~1 25μ1 (fibrinogen) 

-50C 

n 上清十50必 a1cohol 沈澄
5υC -e五nal40アの rr Cr-globulin) 

上清+
pH 5.4 acetate buffer 
40~;' a1cohol 
C1/10M→1/25111) 

土清 itl査

ち~澄
JII 
(α+ s-globulin) 

IV (albumin) 

以上の実験は全て低温室内にて行い，カラス器具そ

の他の器具は全て前以て 50C の部室にて冷したも

分

画

I 

rr 
JII 

lV 

第 5表各分画にての沈降反応、

分画溶液終末fjf，釈倍数 2n すす

n~3 4 5 6 7 8 9 10 11 
照

十 十 十 士

+ 十 十 十 十 十 + 十 士
十 + 十 十 + →ー
→ー ± 

のを使用し， ethanolは撹杵しつつある液中

に細管を有する分波法斗より滴下した。沈溢

1， rr， TIr及びlVは全て凍結乾燥し後抗血

清の原量と等量の生理食塩水にとかした。

階段稀釈した各分画溶液に等量のウイルス

汁液を加えて沈降反応を行った結果は次表の

刻1くである。

以上の結果より見るに第E分国!の反応最も著しく，

E分匝lに抗体 (r-globulin)が最も多く含まれてし、る

と考えられる。本法にては工分画に fibrinogen，rr分

画に r-g1ob凶 n，lli分画に α十戸-globulin，lV分画
には albuminが最も多く含まれているものと考えら

れてし、るが，本実験にてもrr分闘に最も反応が強く，

lV分固には殆ど反応が認められなかったがI及びJII分

|函にも反応が認められた。
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v.論議及び結論

Xウイルス汁?伎を家兎に反緩注射することによって

その血清中にXウイルスに対する抗体の産生すること

が知られている。 (Gratiaand Manil， 1934; Bawden， 

1935; Chester， 1935， a， b， c， 1937; Spooner and 

Bawden， 1935; Bawden and Pirie， 1936，38; Bawden， 

Pirie and Spooner， 1936; 村山・山田・松宮， 1949， 

50， 51;その他〉。抗体の存在は最初jその作用によっ

てのみ認められたが，蛋白化学の進歩に伴ってその性

状が次第に明かとなって来た。 Tise1ius(1937， a)によ

って血清蛋白質では易動度の)1慣に albumin，α，s， r 
の3種の globulinの存在することが明かにされたo

fibrinogen (がは Pーと r-globulinの中間の易動度
を示し，条件によっては α，s-globu1inは更に αh

α2， sl， szに分離される。次に抗体がこれらの成分の

中のどの部分に含まれているかは正』お血清，抗血清>>.

び吸収血清(抗血清に抗原を加えて抗体を吸収したJm
清)の電気泳動(習を比較することによって察知され

る。即ち同一家兎の正常血清， Xウイルス汁液を注射

して得たる抗血清並にXウイルスを加えて吸収した吸

収血清における各蛋白の動きを電気泳動的に研究し

fニ。

本実験の結果電気泳動的分布に於て正常血清に比べ

抗血清は albuminが減少したが r-globulinは増加

し， A/Gは減少した。一方吸収血清は抗血清に比較

して albuminの増加を見たが r-globulinは減少し

て正常血清のそれに近い値を示し， A/Gは増加した。

即ち r-globulinは抗血清において正常血清より著し

い増加を見ると共に吸収血清において減少した。この

ことより抗血清の正常血清に比して増加したr-
globulinの大部分は沈降物となって除かれたことが

分る。この結果より考察して抗体が r-globulinの部

分に含まれていることが推察される。家兎ではし、かな

る抗原を用いてもそれに対する抗体は殆ど常に r-
globulinに属する Tiselius，1937， b， c)が，稀には

に s-globulin に属するものもある (Seibertand 

Nelson， 1942; Koprowski， Richmond and Moore， 

1947)。伊藤時哉 (1953)はジフ子リヤ抗毒素の電気

泳動について研究し，初期に形成される抗l~J素は主に

r-globulinであり， 完成期のものはん-globulinで

あると述べている。また亜硫酸ソーダも血filil民自分¥illI

に応用されている。古川及び斉磁(1948，a， b， c， d; 

1949)は亜硫酸ソーダによる塩析法を検討した結果，

15， 21 及び 28~;; の 3 カ所に critical zoneを認め，

にその分画値が電気泳動分析他に近似することを報

じた。 本塩iJfi去による分両名は電気泳動分画名と同

様 albumin，α，s， r globulin と呼ばれている
が定量しているぽ白質は同ーのものではないので，同

法にて1JJ}られる各分画は夫々呉なる成分である。本実

験にて斉藤(1955)及び柳沢 (1955)の方法 (Biuret

法〉によって同一家兎の抗血行!J及び吸収血清の血淳i

蛋白の動きにつし、て実験を行った。その結果抗血清に

比較して吸収血清は albuminが地力日し， r-globulin 

の減少が認められ(濃度比)， A/Gは増加し1.こ。即

ち Biuret法によっても抗体は rglobulinの部分に

含まれてし、ると沼、められた。以上によって抗体の所在

が明かとなったので血清一中から抗体を耳元出すことを試

みた。

その 1つは特呉的方I:i主であって抗原抗体反応の特見

性を利用して特異的沈降物から抗体を解剖tする方法で

あり，菊2は非特異的方法であって低温 ethanol に

よる分別沈澱を抗体作用の変化をきたさぬ条件で行っ

た。特兵的方法としては Chester(1936)による酸処

理，力日温の方法ーを用いた。抗原量を変えることにより

抗原抗体の結合を充分に生ぜしめるに要する適量を調

べ，後該抗原量を加えて充分特異的沈降物を生ぜしめ

た。 本実験の結果から特異的沈降物を pH5以下と

なし， 3rcに2時間加温したるものでは抗体の解離
が認められた。 かかる解南¥t抗体の力価は抗血清のそ

れと比較すると少しく低いようであった。 解離抗体

では力価の高いものを得るにはかなり濃縮しなければ

ならぬと考えられる。 解離抗体の電気泳動図にては

r-globulinの部分に peakが認められた。

次に非特異的方法によって抗体の精製を行った。即

ち Cohn等 (1940)の方法により低温ethanol分画法

を行った。 ethanolは蛋白質を沈澱せしめると共に不

可逆の強い蛋白質の変性を伴うが，低温によってこの

変性を防ぐことが出来，また変性しても有機溶媒を去

れば再びもとの蛋白質に戻る。即ち可逆的な変性です

む。本法はかかる点より低温下に ethanolの濃度を加

減しつつ血清蛋白質の分画を行う方法ーである。

また分離した分間からの ethanol 除去には凍結乾

燥法を用し、た。 Cohn 等 (1946) は人Jrn.~豆大量処理の

ため第6法と呼ばれるものを用い， OncIey等 (1949)

は第9法を，吏に Cohn等 (1950)は第 10i去に発展

せしめた。

本分固法により得た各分画(1， IT， nr， lV)を用
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いてXウイルスと沈降反応を行った結果， n分画に最

も多く抗体成分の含まれてし、るのが認められた。 I分

画は白brinogen，m分画は αTs-globulin， 1V分画
は albuminに富む分画と考えられているが， 各分雨

には各成分が多少の差はあれ含まれてし、ることが知ら

れている CCohn等 1940，46)。

VI. 摘 要

1. 同-家兎の正常血清，抗Xウイルス血清並にX

ウイルスを以て吸収した吸収血清における各貨白の

動きを電気泳動的方法並に亜硫酸ソーダ塩析による

Biuret法によって研究した。

2. 以上 3種血清の Tiselius電気泳動装置による

泳動凶について各血清蛋白分屑の濃度比を比較検討し

た。抗血清は正常血清に比して albuminが減少し，

r-globulinが増し A/Gが減少した。一方吸収血清

は抗血清と比較すれば albuminが増加し， r-globulin 

が減少して A/Gが増加したC αー及び s-globulin

は r-globulinに比較すれば著しい増減の差兵が認め

られなかった。以上の結果から抗体は r-globulinの

部分に含まれているものと思察された。

3. 光電比色計を用い Biuret法によって同一家

兎の抗Xウイルス血清並にXウイルスを以て吸収した

吸収血清の血清蛋白分屑についてその濃度比を比較し

た結果，吸収血清は抗血清に比べ albuminの増加と

r-globulinの減少及び A/Gの増加が認められ，本法

にでも抗体は r-globulinの部分に含まれてし、るもの

と，思考された(但し両法による各蛋白分屑の成分は同

ーではなしつ。

4. 抗体の精製を行うために特異的方法と非特異的

方法とを行った。

5. 特異的方法は抗原抗体結合物を酸処理 CpH5 

以下)，加熱(370C，2時間)によって抗体の解離を行

った。解離抗体の力価は対照抗血清のそれより梢低か

ったが，電気泳動図にてはr-globulinの位置に peak

が認められた。

6 非特異的方法として Cohn等による低温低イ

オン強度アルコール分別法を用いた。本法にて得られ

た各分画にて沈降反応を行うとE分画において最も反

応強く，該分画に抗体が最も多く含まれていることが

認められた。 I及び1II分画にも反応、は弱かったが抗体

が含まれていることが認、められた。
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R毛sum邑

In this paper there are reported experiments 

concerning the serum protein. 

The normal serum， anti・X virus‘serum， and 
anti-X virus-serum absoτbed by X virus， of the 
same rabbit， were studied electrophoretically by 

means of the Tiselius apparatus. The albumin of 

the antiserum decreased compared with that of the 

normal serum， while r-globulin of the antiserum 
increased over normal serum and A/G was 

decreased. The albumin of the absorbed serum 

increased， while r-globulin decreased and A/G 
increased， compared with those of the antiserum. 
It was found that α-and s-globulin showed no 

notable variations among these three sera. From 

the results above stated， it was considered that the 

antibody was contained in r-globulin. 

The fractions of serum protein in the antiserum 

of X virus and the antiserum absorbed by X virus 

were studies by the Biuret method using sodium 

sulfite by means of the electrophotometer. The 

albumin of the absorbed serum increased， while 
r-globulin decreased， over those of the antiserum 
(in ratio). But the differeI'ces of each protein in each 
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serum as estimated by this method were not so 

remarkable as were found by the former method. 

Purifications of the antibody were made by 

specific and nonspecific methods. The antibody 

was separated from the antigen and antibody 

complex by treatment with acid (pH 4.4-2.0) 

and heating (37・C. for 2 hours). The reaction 
of the antibody was lower than that of the original 

antiserum. The peak of the electrophoretic pattern 

was shown at the situation of r-globulin. 

As a nonspecific method， Cohn's method was 
used in this experiment. Using four fractions 

secured by this method， the precipitation reaction 
was shown to be most apparent in fraction II and 

it was found that most of the r-globulin was 

contained in fraction II. 
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