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I 緒 言

In vitroに おける免疫現象の解明へのアプローチ

には種々の手段が駆使 されているが,形 態学的手段

としては光顕レベル,電 顕レベルで研究がなされて

きた.し かし電顕レベルにおいては従来,透 過型電

顕を用いての研究が主体を占めてきた.近 年,立 体

的表面像を観察する手段 として 走査型電子顕微鏡

(Scanning Electron Microscopy, SEM)が あ ら

ゆる生物試料に対 して応用可能となってきた.

しかし,免 疫学の分野における応用は発展途上の段

階であり,報 告 し数少ない.

免疫関与細胞の細胞膜形態は種々の免疫反応下に

おいては流動的に千変万化する能力を有し,あ る特

定の条件下で合目的的に特徴的な形態を呈すると考

えられる.そ こで著者はSEMを 用いて免疫関与細

胞が織 りなす表面形態の変化を克明に観察 し,そ の

免疫現象を解析することを目的として以下の実験を

行った.

II 方法,並 びに材料

1) 末梢血からの多核白血球,リ ンパ球,単 球の分

離

健康人よりヘパリン加末梢静脈血を約9ml採 血

し, Dextranを6%(W/V)に な るようにHanks'

 BSS(Balanced Salt Solution)に 溶解した液を1

ml加 えてよく混和 し, 37℃60分 間静置.上 清の白血

球に富むBuffy Coatを パスツールピペットで注意

深 く採取してFicoll-Conray液1)(9% Ficoll

:33.4% Angio-Conray=24:10)の 上 に体積比2

:1の 割合で重層する. 400G, 20分 間遠沈後,管

底 に顆 粒 球 と若 干 の 赤 血球,中 間 の 白層 に単 核 球 を

そ れ ぞ れ得 る.得 られ た 単 核 球 は20% FCS(Fetal

 Calf Serum)を 含 むHanks' BSS中 に 浮遊 し,底

に大 き さ24×24㎜ の カバ ー グ ラス を ガ ラス シ ャー レ

に入 れ て37℃, 30分 間 放 置 後,あ らか じめ37℃ に 温

め たHanks' BSSに て ピペ ッテ ィン グ,洗 滌 を行

い,液 中 に純 粋 な リンパ 球,カ バ ー グ ラ ス上 に 単 球

を得 る.

2) 単 球 に よ る赤 血 球 喰 食 現 象

直 接 ク ー ム ス テ ス ト陽 性 で 不 完 全 抗 体 がIgG1

型 で あ るこ とが証 明 され た 自己 免 疫 性 溶 血 性 貧 血 患

者2)か ら静 脈 血1ml採 血 し,生 食 に て3回 洗 滌 後

0.5%(V/V)赤 血 球 浮 遊 液 を作 製 す る.あ らか じめ

ガ ラス板 上 に単 層 で得 た単 球 に赤 血 球 浮 遊 液1ml

を混 じ, 5% CO2培 養 器 中 で37℃15分,又 は60分 反

応 後 観 察 した.

3) 単 球 の補 体 レセ プ ター

Mollison & Polleyの 方 法3)に 準 じ,補 体 を抗 体

の 非 存 在下 で赤 血 球 に付 着 させ た.(以 下, ECと

呼 ぶ)す な わ ち, O型 の 正 常 人 よ り静 脈 血 を得,生

食 で3回 洗 滌 後, 50%赤 血 球 浮 遊 液 と して,そ の0.4

mlを0.3 M Sucrose 3.4ml,自 己 新 鮮 血 清0.2ml

と混 じ, 37℃30分 間 反 応 後 生 食 で3回 洗 滌 し最 終 的

に0.5% (V/V)赤 血 球 浮 遊 液 と し, 2)と 同 様 に単

球 と反 応 させ た.

4) リンパ 球 のPhytohemagglutinin(PHA)に 対 す

る反 応

末 梢 血 よ りFico11-Conray比 重 遠 沈 法1)に て

得 られ た, 20%仔 牛 血 清 を含 むTC 199 Mediumに

浮遊 させ た リン パ球3×106cells/mlにPHA-P

(Difco社 製)30γ/mlを 添 加 し, 72時 間 培養 した.
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5) Spontaneous Rosette Formation4)

Ficoll-Conray比 重 遠 沈 法 に よ り得 られ た単 核 球

浮 遊 液 をHanks' BSS中 で5×106cells/mlに 調

整 し, 20% FCSを 含 むHanks' BSS中 で 作 製 し

た0.5%(V/V)異 種 赤 血 球 浮遊 液 を そ れ ぞれ0.2ml

つ つ 混和 し180G, 5分 間 遠 沈 後4℃, 3時 間 反 応

させ,浮 遊 液1～2滴 を ス ラ イ ド ドグス に取 り,カ

バ ー グ ラス をか け て 検 鏡 した.リ ンパ 球200個 以 上

か ぞ えて 赤 血球3個 以上 付 着 した 細胞 を陽 性 と した

.混 入 せ る単 球 は ラテ ック ス喰 食 法 によ り,リ ンパ 球

と識 別 した5).又,反 応後 再 び ビペ ッテ ィン グに よ

り浮遊 液 と し,再 度Ficoll-Conray比 重 遠 沈 法 に

よ り管底 の ヒッ ジ赤 血 球 ロゼ ッ ト形 成細 胞(SRBC

-RFL)と 中 間層 の 非 ロゼ ッ ト形 成 細胞 とに分 離

し,観 察 に供 した.

6) 膜 表 面免 疫 グ ロ ブ リン保 有 細胞 の 同定

1)と 同様 に分 離 した リンパ球 とFITCを 標 識 し

た抗 ヒ トIgG, IgM, IgA血 清(Hyland社 製)を 用

い膜 蛍 光 抗 体 法6)に て 観 察 した.

7) SEMに よ る観察

そ れ ぞ れの 試 料 をCacodylate Buffer (PH 7.4,

 0.1M)で 作 製 した1%グ ル タ ール アル デ ヒ ドに て室

温 で30分 以 上 固 定 した.試 料 が細 胞 浮 遊 液 の 場 合 は

Poly-L-lysine (40μg/ml)で 処 理 した ガ ラス 板

上 に付 着 させ,エ タ ノー ル で脱 水 し酢 酸 イ ソ ア ミー

ル に置 換 して 臨 界点 乾 燥7)し た後 金 パ ラ ジ ウ ムで 蒸

着 し, JSM-U3型 走 査 電 子 顕 徴鏡 に て観 察 した

(加 速 電 圧25KV).

III 結 果

1) 多 核 白血 球, Polymorphonucledr cells(PMN)

Fig 1の 如 くほ ぼ純 粋 にPMNを 分離 で きた.細

胞 の 形 は球 状 を保 ち,大 き さは5.0～6.8μ(平 均5.56

μ)で あ った.表 面 構 造 は個 々の 細 胞 に よ り相異 が

あ り,平 滑 な もの か ら突 起 に富 む もの まで様 々 で あ

る.突 起 の 長 さは比 較 的 短 か く0.1-0.3μ 程 度 で あ

り,細 胞 膜 へ の基 底 部 は広 く,先 端 に な る程 先 細 り

像 を呈 す(ridge-like).中 には所 々に小 さなblebs

を もつ 細 胞(Fig 2の 左 下)も み とめ られ る.

Fig3, 4は 密 に突 起 を有 す るPMNの 拡 大 像 で あ

る.

2) 単 球

ガ ラス板 上 に 付 着 した 細胞 は約98%が 単 球 で あ っ

た(Fig 5).細 胞 の形 は付 着 の度 合 に よ り半 球 状

の もの か ら平担 な もの ま で存 在 す る(Fig 6).

したがって,大 きさは約6.0～14.0μ で広が りの程

度によりそれぞれ異なる.表 面構造は波状の細胞質

突起をもちruffled,又 はridge-like membraneを

呈する. PMNの 突起に比して巾広 く,長 い.核 の

存在を示唆するほぼ中心の膨隆部では突起は密であ

り,逆 にveil状 に伸びた末端の偽足部には粗で あ

る.分 離過程で混入した血小板は単球に付着 しやす

く, Fig7, 8で は大 きさ1.5～2.0μ の血小板 が

認められる. Fig 9で は突起の密に集合した細胞を

示した.リ ンパ球のガラス板への付着態度は異なり,

 Fig 10の 如 く細く長いmicrovilli (0.4～3.0μ)が

伸びている. 10%ペ プ トンを腹腔に注入 し得たモル

モット,マ ウスの腹 腔浸 出マクロファージもFig

 18, 19の 如 くruffleな 細胞膜表面を有 し喰食細胞

の種による表面構造の相異はなかった.

3) 単球 による赤血球喰食現象

単球のFc-receptorを 介 する赤血球との接触 は

先ず, Fig 12の 如 くロゼット形成か ら始まる.付 着

部で単球の膜表面構造の変化はみられず,赤 血球は

球状化 し付着部でしぼられるような変形を示 してい

る.更 に,単 球からは触手が伸び始め,赤 血球を包

み込むように喰食が展開 してゆく.そ の際,単 球表

面の細胞質突起は粗である(Fig 13, 14),喰 食過程

が進行 してゆくにつれて赤血球は次第に視野から消

滅 し単球の細胞質に取 り込まれる.喰 食 された未融

解の赤血球は単球外からその形が観察 される.単 球

の喰食,許 容量は数ケの赤血球 と思われるが, Fc

receptorが 細胞表面に残存 していれば2～3ケ の

赤血球をすでに喰食 していても次の赤血球へと喰食

がすすんでゆく(Fig 14, 15).更 に喰食が進むと

許容量に達 した単球では喰食 された4～5ケ の赤血

球の形が単球の外形より想像 され,新 たな赤血球の

付着はみとめられない(Fig 16).喰 食 された赤血

球は単球内で細胞融解が起る.融 解は単球の部分的

透明性によって知 られる.融 解過程にある単球の表

面 は以前の段階にある細胞 に比 して細腹質突起

(cytoplasmic processes)が 増 加し密に存在してい

る(Fig 17).

単球 の補体レセプターを介す るECと の付着は同

様のロゼット形成で観察 される. Fig 21に示 した単

球は反応時間が180分 と長いために紡錘状(spin

dle shape)を 呈 している,赤血球の球状化などの変

形はみられない.付 着部は一点ではなく比較的広 く,

赤血球が単球表面にさし込むように接触している

(Fig 22).
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4) リンパ球

Table 1. Density and Length of Microvilli on the Surface of Human Peripheral Lymphocytes.

Table 2. Rosette Formation between Peripheral Lymphocytes and Red Blood Cells in Various 

Species.

Peripheral Lymphocytes

* N. D.: Not Done

Table 3. Subpopulation of human peripheral lymphocytes foming rosette with mouse erythrocytes.

* Mouse Red Blood Cells-Rosette Forming Lymphocytes

** Membrane Immunoglobulin-bearing cells

末 梢 血 リン パ球 は表 面 のmicrovilliを 密 に 有 す

もの か ら平 滑 な もの ま で そ の 程 度 は ま ち ま ちで

あ る.一 応,従 来 の 如 くFig 23に 示 す リンパ球 に類

似 した細 胞 を平 滑 型(Smooth type), Fig 24の リ ン

パ球 を 中間 型(intermediate type) , Fig 25の リン

パ球 を絨 毛 型(villous type)と 分 類 した.大 きさは

4.0～7.0μ で あ り円 形 を保 つ.単 位表 面 積(4μm2),

当 りのmicrovilliの 数 と長 さを比 較 して み る と

Table 1の 如 く大 きい細 胞 程microvilliの 数 も多

く,長 い もの を有 す る とい う結 果 を得 た.

PHAと い う非 特 異 的 刺 激 物質 が加 わ る と 中 に は

Fig 26に 示 す 如 く,刺 激 しな い時 に は び ま ん性 に存

在 して い た表 面 のmicrovilliは 局 在 性 に一 つの極に

集合 して くる.又,一 部 の もの はFig 27に 示す如 く,

そ のmicrovilliが 細 く長 い(約1 .0μ)も の もあ る.

 T-細 胞 で あ るSRBC-RFLはFig 28の 如 くほ ぼ純

粋 に分 離 可 能 で あ っ た. SRBC-RFLを 前 述 の 三型

に分 類 して み る とsmooth type 58 .8%, inter

mediate type 29 .4%, villous type 11.8%で あ っ

た. Fig 29にvillous typeの 細 胞 を示 した が,一

部 の もの で は長 さが1.2μ に も達 す るmicrovilli

を有 す る,リ ン パ 球 へ のSRBCの 付 着 態 度 に は
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cap型, ring型 が あ るがFig 30で はcap型 で付着

して い る,赤 血 球 は 洗 滌過 程 に変 形 した と思 わ れ る

spheroechinocyte transformationを してい る もの

が 多 い.リ ンパ 球 膜 表 面構 造 に は変 化 は な い よ うに

思 え た. Fig 31に 示 すSRBC-RFLは 細 胞 膜 の 破

壊 像 と考 え られ る無 数 の 小穴 が表 面 に み られ るが,

な お か っSRBCの 付 着 した 状態 を保 っ て い る.

一 方
, non-rosette forming cellsで はsmooth

 type 28.6%, intermediate type 31.4%, vinous

 type 40.0%で あ っ た.ヒ ト リンパ球 はSRBCと い う

特 定 の 赤 血 球 に対 す るreceptorを 有 す るがSRBC

の他 に はTable 2に 示 す 如 く,イ ヌ,ブ タ,マ ウ

ス赤 血 球 と も ロゼ ッ トを形 成 す る.イ ヌ赤 血球 は

Fig 32, 33の 如 く リンパ球 に比 し大 き く約9.0μ 程

度 で あ りbiconcave状 で変 形 が少 な く付 着 部 で

突 出 が み られ,付 着 態 度 がpoint型 であ る こと を示

して い る.リ ン パ球 はintermediate typeに 属 す

る.マ ウ ス赤 血 球 と ロゼ ッ トを形 成 す る リンパ 球 は

Table 3に 示 す如 く膜 表 面 免疫 グロプ リン保 有 細 胞

す な わ ち, B-細 胞 に属 しそ の 約23.5%に 認 め られ

る.リ ン パ球 はFig 34の 如 くsmooth typeに 属 し

付 着 態 度 も前 二 者 と同 様 にpoint型 で あ る.

Ⅳ 考 按

免 疫 反 応 に関 与 す る免 疫 担 当細 胞 は そ れ ぞれ 異 な

った機 能 を反 応 の場 に おい て 果 して い る.例 え ば マ

ク ロフ ァー ジ や 多核 白血球 は 喰食 能 を有 し,生 体 内

に侵 入 して きた細 菌 や 抗 原 を喰 食 し細 胞 内 で済 化 融

解 させ,あ る い は抗 原 情 報 を リ ンパ球 に与 える.一

方 リン パ球 は大 き く胸 腺 由 来 リ ンパ球(T-細 胞)

と骨髄 由来 リン パ球(B-細 胞)の 二 つ のsubpopu

lationに 区 別 され,そ の 中 で も機 能,膜 表 面 形 質 な

どに よ り細 分 化 され て い る. T-細 胞 はHelper,

 suppressor, killerな どの 多岐 にわた る免 疫 機 能 を

有 し, B-細 胞 は抗 体 産 生 と い う液 性 免 疫 と強 い 関

連 性 を有 して い る.さ て その よ うな 別 々 の機 能 を有

した細 胞 が どの よ うな表 面 形 態 を もち反 応 の場 に お

い て どの よ うに変 化 す るの か とい うこ とは大 変 興 味

あ る点 で あ る.

SEM観 察 に お いて 観 察 して い る細 胞 が いか な る

細 胞 で あ るか を知 る手 段 と してHattori8)ら はSEM

観 察 後Giemsa染 色 を して 固定 して い る.又,田 村

ら9)はSEM観 察 前 に位 相 差 顕 微 鏡 を 用 いて 観 察 し

固 定 して い る.し か しglutaraldehyde固 定 後 で は

染 色 性 が 悪 く,細 胞 内顆 粒 な ど を含 め て 固定 が あ い

まいである.又 位相差顕微鏡で区別出来ない場合は

不可能であるなどの問題点を含んでいる.本 実験に

おいては特定のpopulationを 純粋に分離 してSEM

観察 をしているために細胞の固定は確かなものにな

る.し かし純化する方法論にも限界があり,純 化の

過程で表面形態が変化す る可能性 もあるなどの難点

がある.ヒ ト末梢血白血球を多核白血球,リ ンパ球,

単球の三者に分離可能であったが,多 核白血球を好

中球,好 酸球,好 塩基球に分離することは出来なか

った. Hattori8), Clarke10)は 前 三者の表面形態の

相異を述べている.しかしMichaelisら11)は 類似性

を指摘 している.こ れらの意見の不一致は技術面と

くに染色,同 定の時期,乾 燥の方法などに問題があ

るように思 える.本 実験の結果では細胞突起にかな

り特徴的なものがあり,突 起を有する細胞において

は比較的識別が容易であるが,表 面平滑な細胞(と

くに, PMNと リンパ球にみられる)間 では区別が

容易でない,細 胞突起の特徴は免疫学的に何 らかの

意味をもつものであろうか.喰 食細胞であるPMN,

単球 は類似 した突起(ridge-like)を もっている

(PMNの 突起は短かく小 さい)が リンパ球の突起は

い くぶん形が違 う.又,リ ンパ球の突起はFig 26

に示 したよ うに国点に集合するものもあり,か なり

流動的で外来刺激に呼応 して変化 してゆくと想像さ

れ うる.

膜 表面構造の流動性変化の最 も激しいのは単球で

ある.刺 激の加わっていない時と何らかの外因性刺

激が加わ り活動性を帯びた単球は特徴的変化が現わ

れる.す なわちCarrら12)に よ るとマウス腹腔浸出

細胞でglyceryl trioleateに よ り刺激 された大部分

のマクロファージは正常の細胞と変化はみられない

が,一 部の細胞では円形状か ら著明に変形しridge

like processesは 増加 し巾広 くなり,大 きなflange

1ike prcessesとfinger-like processesが みられ

るようになる. Albrechtら13)はmineral oilにより

マウス腹腔マクロファージを取 り,化 学物質による

固定を行わずfreeze-dryingし て観察 した結果,刺

激 されないマクロファージに比し細胞膜全体にridge

が増すことを示 している,又, Polliackら14)は

thioglycollateで 刺激 されたマクロファージは広が

りが早 く,著 明なruffled membraneとfilopodia

を もつと述べている.本 実験ではヒト末梢血単球,

 10%ペ プ トンを注入 して得たマウス,モ ルモットの

腹腔マクロファージを観察 したが根本的には種は異

なっても類似の表面構造をもっていた.そ して細胞
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は ガ ラス 板 へ の 付着 の度 合 に よ りveil-like membra

neous pseudopodia, foot-like, flange-like,

 finger-like, ridge-like processesに は 違 い が あ

っ た.赤 血 球 喰 食 中 の単 球 はrufflingが 目立 たな い

こ とよ り外因 性 の刺 激 の種 類,性 質 に よ り膜 表 面 の

変 化 は左 右 され る と も考 え られ る.

リンパ球 の表 面 形 態 は大 き くsmooth type, inter

mediate type, villous typeに 分 けられ るが1973年

polliackら15)が 表 面 形 態 の相 異 に よ り, T-細 胞 とB-

細胞 との鑑 別 の可 能 性 を述 べ て以 来,リ ンパ 球sub

poulationの 同定 への可能性 が議論の的 とな って い る

. T-細 胞 の標 識 として最 も一般 的 なの はspoutaneous

 SRBC rosette formationな る現 象 を利 用 した,い

わ ゆ るE-rosetteと 呼 ば れ て い る ものが あ る.本 実

験 で はSRBC-RFLをFicoll-Conray法 に よ り単

離 し(Fig 28),リ ンパ 球表 面 形 態 に よ り3型 に分

類 す る と,約90%はSmooth typeとintermediate

 typeに 属 す る もの で あ り,約10%の リンパ球 はvill

ous typeに あて は ま る もの で あ っ た.分 離過 程 に

お け る細胞 表 面形 態 の変 化 は否 定 し えな い が少 な く

と もあ るT-細 胞 はvillousな 表 面 形 態 を呈 す る こ

とが あ る とい え る. Linら16), Polliackら17)も 同

様 にvillous typeのT-細 胞 の存 在 を示 唆 して いる.

又, T-細 胞 由来 で継 代 培 養 化 され たMolt 4 cells

に お い て もSRBCロ ゼ ッ ト形 成 前 と後 で は 変 化 す

る との報 告 もあ る18).更 にAlexanderら19)はT-,

 B-細 胞 表 面 形 態 の 類似 性 を述 べ て い る.又Baur

ら20)はT-cellsの 欠 損 して い るnude miceと 正 常

のCBA/J miceと の比 較 に お い て表 面 形 態 だ け で

subpopulation同 定 の 困難 性 を述 べ て い る. Polli

ackら21)は マ ウス に お い てT-cellの 多 くはsmooth

 type, B-cellの 多 くはvillous typeで あ る と述 べ

て い る.ヒ ト リンパ球 に関 して 言 うな らば,少 な く

と も本 実験 によ って明 らか に な った こ とはT-cell

の 大 半 はsmooth typeで, B-cellの 大 半 はvillous

 typeで あ る が そ の逆 の細 胞 もか な り存 在 す る.とい う

こ とで あ る.す なわ ち,表 面 形 態 だ けでsubpopulation

を同定 す るの は困 難 で あ る.し か しな が ら,リ ンパ

球 のmicrovilliが 免 疫学 的意 味 を有 して い る とす

れ ば,今 後 そ の機 能 が 明 らか とな るな らば表 面 形 態

に よ るsubclassの 同 定 の 可 能 性 も出 て くる と考 え

られ る.例 え ば,マ ウ ス赤 血球 と ロゼ ッ ト形 成 す る

リンパ 球(MRBC-RFL)はTable 3に 示 した よ う

に膜 表 面 免 疫 グ ロ ブ リン保 有細 胞,す な わ ちB-細

胞 に属 しその 約23.5%を 占 め て い る.す な わ ち

MRBC-RFLはB-細 胞 のsubclassと い え るが,

その 免 疫学 的 意義 は未 だ不 明 で あ る. B-細 胞 の

EACと の 付 着態 度 につ いて い うな らば, B-細 胞 の

膜 突起 は赤 血 球 に くい込 む程 の強 い接 触 とな って い

る16).し か しMRBC-RFLに つ い て は リン パ球 表 面

はsmooth typeで, E-rosetteと 同様point attach

mentを 示 して い た.又, DRBC-RFLに つ い て は

既 報4),22)の如 くSRBC-RFLと は 多少population

は異 な る が,赤 血 球 との 付 着 態 度 に お い て は相 異 を

認 め て い な い.こ の よ うにspontaneous rosette

 formationは そ の赤 血 球 の種 に よ り付 着 す る リンパ

球populationは 違 うけ れ ど,付 着 態 度 に は共 通 性

が あ る と い え る.

さ て,単 球 の 喰 食 現 象 のSEMに よ る観 察 は

Goodallら23)に よ るAcanthamaeba castellaniに
も

よ るlatex beadの 喰 食 か ら始 ま る, Polliackら

14)は 腹 腔 マ ク ロフ
ァー ジ にpolystyrene latex

 bead(1μm),ホ ル マ リ ン固 定 ウ サ ギ赤 血 球 を 喰 食

させ て い る. latexは 半球 状 の部 に 多 く付 着 し,喰

食 が終 了 す る と細 胞 の 円形 化 す る傾 向 を認 め て いる.

又 ウ サ ギ赤 血 球 の 喰食 部 に はcraterを み とめ て い

る. Parakkalら24)は 単 球 を7日 間 培 養 した マ クロ

フ ァー ジ の表 面 形 態 の特 徴 を3型 に分 類 して い る.

す な わ ち ①lamellipodia or undulating ruffled

 membrane ②filopodia ③microvilliで あ る.

そ して非 特 異 的 なcandida sporesと,単 球 よ り大

きな18μmも のAminex beadsの 喰 食 現 象 を観 察 し

て い る. Aminex beadsの よ うな大 きな物 体 に は最

初 多 くのfilopodiaが 伸 び て,喰 食 し終 る とふ く れ

あ が っ た マ ク ロ フ ァー ジ に はfilopodiaは な く2 ,

 3のmicrovilliだ け が表 面 に み られ るだ け とな る

.単 球 は無 限 に 喰 食 能 力 が あ る わ けで はな く,こ の よ

うに最 高 に達 す る とfilopodiaは 消 失 す る の で喰 食

能 の 残 存 す る細胞 の表 面 はruffled, filopodicで あ

る と推測 して い る.単 球 の 赤 血球 喰 食,細 胞 内 融 解

現 象 は大 き く三 段 階 に 分 け られ る.す な わ ちattach

ment, engulfment, cell lysisで あ る.従 来,単 球

に はFc-receptor, C3-receptorの 存 在 は示 唆 され

て お り25), Fc-receptorを 介 す る喰 食 現 象 も透 過 電

顕 を用 い て の報 告 は な され て い る26).し か し, SEM

に よ る細 胞 外 か らの立 体 的 観察 は この 現 象 を よ り明

解 な もの に した.本 実 験 に お い て はfilopodiaは み

られ ず, lamellipodiaも 変 化 な く,喰 食 終 了 後 に

ridge-likeの 細 胞 質 突 起 が増 加 した 像 が 観 察 され た

(Fig 17).以 上本 実 験 に お い て は単 球 のFC-receptor
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を介 して 行 わ れ るerythrophagocytosisがAIHA

に お け る溶 血 機 序 の一 端 を担 う こ とを表 面 形 態 の 観

察 に よ り明解 な もの に した.

V 結 論

1. SEMに よ り ヒ ト末 梢 血 白血 球, PHAに 反 応 し

た リンパ球,異 種 赤 血 球 と ロゼ ッ トを形 成 した リン

パ球,単 球 に よ る赤 血 球 喰 食 現 象 な どの免 疫 現 象 の

表 面形 態 を観 察 した.

2. ヒ ト末 梢 血 中 の 多核 白 血 球,単 球,リ ン パ球 は

そ れ ぞ れ特 徴 的 な突 起 を細 胞 表 面 に有 し,大 部 分 は

表 面形 態 によ り識別 可 能 で あ る.

3. ヒ ト末 梢 血 リン パ球 は大 きい もの ほ ど表 面 突 起

は よ り密 で,長 い傾 向 を示 した.

4. SRBC-RFLの 大 半 はsmooth typeか あ る いは

intermediate typeで あ るが約10%はvillous type

で あ る.

5. nou SRBC-RFLの 約40%がvillous typeで

あ る.

6. MRBC-RFLは 膜表面免疫グロブリン保有B-細 胞

に属 し,表 面形態はsmooth typeで 赤血球の付着

態度はSRBC-, DRBC-RFLと 同様のpoint attach

mentで ある.

7. 単球 のFC-receptorを 介 する赤血球喰食現

象は表面形態の観察によ り,そ の細胞内溶血機序が

より明確なものになった.
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Legends

Fig. 1 Purified polymorphonuclear cells(PMN) from peripheral blood , prepared by cytocentrifuga
tion.(May-Giemsa stain. x 400)

Fig. 2 PMN showed spherical shape and had smooth surface(by SEM . x 6000)

Fig. 3 A PMN had many short projections which based broaly on the cytoplasm and were taper

ing.(by SEM. x 10000)

Fig. 4 High magnification.(by SEM. x 20000)
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Fig. 5 Purified monocytes from peripheral blood, adhered on a glass.(May-Giemsa stain. x 400)

Fig. 6 Monocytes had ruffled, ridge-like membranes. A part of them showed hemispherical shape 

and were spreading on a glass flatly.(by SEM. x 3000)

Fig. 7 High magnification of a hemispherical monocyte.(by SEM. x 6000)

Fig. 8 High magnification of flatly spreading monocytes(by SEM. x 6000)

Fig. 9 A monocyte had very dense cytoplasmic projections(by SEM. x 10000)

Fig. 10 A lymphocyte adhered on a glass, extending very fine, long microvilli.(by SEM. x 10000)

Fig. 11 Erythrophagocytosis by monocytes. (May-Giemsa stain. x 400)

Fig. 12 The attachment of erythrocytes to monocytes after incubation for 15min. Erythrocytes

 showed spherical shape and deformed on a point of attachment.(by SEM. x 6000)

Fig. 13 High magnification.(by SEM. x 10000)

Fig. 14 Broad cytoplasmic protrusion of a monocyte was going to envelope a red cell.(by SEM. 

x 3000)

Fig. 15 Some monocytes finished the engulfment. Ingested erythrocytes were observed from exter

nal side.(by SEM. x 3000)

Fig. 16 Erythrophagocytosis after incubation for 60min. Five ingested erythrocytes were observed. 

(by SEM. x 6000)

Fig. 17 The cytolysis was proceeding in some ingesting monocytes. Their veils seemed to be 

increased in number.(by SEM. x 3000)

Fig. 18 Guinea pig peritoneal macrophage.(by SEM. x 10000)

Fig. 19 Mouse peritoneal macrophage.(by SEM. x 10000)

Fig. 20 EC rosette formation by monocytes.(May-Giemsa stain. x 400)

Fig. 21 Human erythrocytes which were coated with complement in absence of antibody, keeping 

biconcave shape, attached to monocytes.(by SEM. x 1000)

Fig. 22 High magnification.(by SEM. x 3000)

Fig. 23 A lymphocyte, smooth type.(by SEM. x 10000)

Fig. 24 A lymphocyte, intermediate type.(by SEM. x 10000)

Fig. 25 A lymphocyte, villous type.(by SEM. x 10000)

Fig. 26 A cultured lymphocyte with PHA condensed microvilli on the area of a pole.(by SEM. 

x 10000)

Fig. 27 Some cultured lymphocytes with PHA had very fine, long microvilli.(by SEM. x 10000)

Fig. 28 Purified SRBC-REL from peripheral blood, prepared by cytocentrifugation. (May-Giemsa

 stain. x 400)

Fig. 29 A SRBC-RFL had the villous surface structure.(by SEM. x 10000)

Fig. 30 A SRBC-RFL showed cap-form attachment with SRBC..(by SEM. x 3000)

Fig. 31 A degenerating lymphocyte kept a rosette with SRBC. (by SEM. x 6000)

Fig. 32 A DRBC-RFL showed the point attachment.(by SEM. x 10000)

Fig. 33 High magnification.(by SEM. x 10000)

Fig. 34 A MRBC-RFL showed smooth surface and the point attachment.(by SEM. x 10000)
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Scanning electron microscopic observation of the cells

 related to immunological phenomena

Part I. normal cells 

Koji NISHIYA

3rd Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School, Okayama

(Director: Prof. T. Ofuji)

Human lymphocytes, granulocytes and monocytes were purified from normal human 

peripheral blood, using Ficoll-Conray gradient sedimentation and glass adherent activity of 
monocytes. The characteristics of surface structure among them were easily shown by SEM 
observation, e. g. monocytes had ruffled, granulocytes had ridge-like and lymphocytes had 
finger-like projections on their surface.

Most of purified SRBC-RFL (T-cells) had smooth surface structure. However, the approxi
mate ten percentage of them showed the villous one. A MRBC-RFL which belonged to surface 
immunoglobulin bearing cells (B-cells), showed the smooth one. It was concluded from the 
results that it was difficult to judge only from their surface characteristics whether the lympho
cytes were T-or B-cells.

Erythrophagocytosis by human monocytes bia Fc-receptor consisted of attachment, 
engulfment and cytolysis. SEM observation clarified the surface morphological changes of 
monocytes and erythrocytes in each stage. This phenomenon indicated that erythrophago
cytosis might play a role in hemolysis of patient with autoimmune hemolytic anemia.


