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1) 緒 言

近年,動 物 におけ るリンパ球の成績1-4)か ら胸腺 由来

リンパ球(thymus derived lymphocyte即 ちT細 胞)

と, Fabricius嚢 また は骨 髄 由 来 リ ンパ球(Bursa

 derived or bone marrow derived lymphocyte即 ち

B細 胞)の 大 別 して二 種 類 の リンパ 球subpopulation

の存在 が明 らか にな った.ヒ ト ・ リンパ球 に お いて

も膜 表 面 の受容 体 や抗 原 をmarkerと してT細 胞,

 B細 胞 の区 別5～8)がお こ な われ て お り,膜 表 面 免 疫 グ

ロブ リン陽性 細 胞(surface immunoglobulin bea

ring cell: SIBC)は 補 体 感 作 ヒ ツ ジ赤 血 球 ロゼ ッ

ト形 成 リンパ球 と と もにB細 胞 を代 表 す る もの とさ

れ てい る.ヒ ト・ リンパ球 を膜免 疫 螢 光 法 に よ り,

 SIBCとnon-SIBCに 区別 し, tetron fiber column

法, freeze-etching法9)を 用 い て膜 形 質 と膜 表 面 構

築 との関連 を観察 し検 討 した.

2) 材 料 と方 法

1) 材料:健 康 人4名,急 性 リン パ球 性 白血病,

(以 下ALL) 2名,慢 性 リンパ 球 性 白 血 病(以 下

CLL) 3名 の末 梢 血 お よ び胃潰 瘍 患 者 腹 腔 内 リンパ

節 を材料 と した.

2) リンパ球 分離法:2-a) gelatin法: 3% gelatin

加生 食液3mlを シ リコン処 理 試験 管 に入 れ,脱 フ ィ

ブ リシ末 梢 血5mlを 生 食 液 にて2倍 に稀 釈 し重 層,

 45°に傾 む け37℃, 30分 孵 置 後 上 清 を採 取 して リンパ

球 浮遊 液 と した. 2-b) tetron fiber column法:

再 蒸溜 水 で 洗浄 し,よ く乾 燥 したtetron fiber 0.3g

を1ml disposable注 射 器 の外 筒に均等 に充 填 しte

tron fiber columnと した.血 球 浮 遊 液1ml細 胞

数2～5×105/ml)を 注 入 し, 37℃, 60分 静 置 后TCM

 199を1ml/minの 流 速 で10分 間 濾 過 をお こな い,濾

液 を集 め る一 方 濾過 後column中 のtetron fiberを

取 り出 してTCM 199 10ml中 で攪 拌 し,最 後 にfiber

を絞 って除 きtetron fiberに 附着 す る細 胞 と附着 し

な い細 胞 を 分 離 した. 2-c) Conray-Ficoll法:

 33.6%Conray 400と9% Ficoll溶 液 を10:24容 量

比 の混 合 液 に, 3倍 に稀 釈 したheparin力 味 梢 血 を

重 層 し400g, 30分 遠 沈 を お こな い,境 界 面 に生 じ

る細 胞 浮 遊層 を採取 し リンパ球 浮遊 液 と した.

3) 膜 免疫螢光 法: 0.1% gelatin加TCM 199中 に

細 胞 数5～6×105/mlに 調整 した リンパ球 浮遊 液

0.1mlに,燐 酸 緩 衝 生 食 液(PBS, pH 7.2)で10

倍 稀 釈 したFITC標 識 抗 ヒ ト免疫 グ ロブ リン家 兎 血

清(Behring-werke社 製)0.1mlを 加 え0℃, 30分

反応 後, PBSに て3回 洗 浄, 600gに て遠 沈 を繰 り

返 え し,無 螢 光glycerin加PBSに 浮遊 させ,こ の

一 滴 を ス ラ イ ドグ ラ ス に載 せ ,カ バ ー グ ラ スで被 い,

パ ラ フ ィンで包 埋 した.観 察 はNIKON螢 光 顕 微 鏡

(一 次 フ ィル ターOB, OU,二 次 フ ィル タ ーNo1,

 UVお よ びBV励 起 法)に て お こな い,膜 螢 光 陽 性

細 胞; SIBCと 陰 性 細胞; non SIBCを 区 別 した.

4) freeze-etching法:分 離 した リンパ球 はTCM

 199に 浮 遊 させ37℃, 30分 静 置 後, 2.5% glutarald

ehyde PBSに て0℃, 60分 固 定 をお こな い, 30%

 glycerol生 食 液 に 浮遊 させ0℃, 10～15時 間孵 置 し

た もの を試料 と した.リ ンパ 節 は 採 取直 後 に直 方 体

(1.5×1.5×5.0mm)に 細 切 し, 0℃, 4時 間glut

araldehyde固 定 を お こ ない,次 い で30% glycerol

生 食 液 に0℃, 48時 間孵 置 し試 料 と した.液 体 窒 素

で あ らか じめ-150℃ に した液 化Freon 12に よ り試

料 を瞬 間 的 に 凍結 し, Balzer型freeze-etching装

置(日 本 電 子)に 挿 入 し, 1×10-5mmHg真 空 下,
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-140℃ にて 試 料 の 破 断(fracture)を お こな い
,

 -100℃ にて60秒 間氷 の昇 華(etching)を お こな っ

た.こ の 試 料 の破 断 面 にPlatinum-carbon膜 を 蒸

着 し,さ らにcarbon蒸 着 で補 強 してreplica膜 を

作 成 し,こ れ を次 亜 塩 素 酸 ソ ー ダ溶 液 中 で 試 料 よ り

分離 し,蒸 留 水 にて 数 回 洗浄 後,電 子 顕微 鏡 用grid

 (300mesh)に 採 取 した.観 察 はTEM-7透 過型 電

子 顕微 鏡 に て お こな い,撮 影 した電 子 顕微 鏡写 真 を

印 画紙 に焼 付 け てfreeze-etching像 とした(図1).

3) 成 績

1) gelatin法 に よ る末 梢 血 よ りの リンパ球 分離 で

は採 血 量20mlよ り平均7. 5×106コ の リンパ球 が,平

均85.3%の 純 度 で え られ,そ のviabilityは98%以

上 で あ った.リ ンパ球 の純 度 に は変 動 が 大 き く,混

入 す る細 胞 と して は好 中球10～30%,単 球5～10.%

で あ り赤 血 球 は2～7×106コ と リンパ球 と同数程

度 まで の 混 入 が 認 め られ た.

図1　 Schema of Freeze-etched Lymphocyte

図2　 Fractionation of lymphocytes

 in tetron fiber column

2) gelatin法 で え られ た リンパ 球 浮 遊 液 の純 度 を

高 め る 目的 で, tetron fiber column法 を お こな っ

た(図2).濾 液 量 は リ ンパ球 流 出 が止 ま る10mlま で

と した.濾 過 前 の平 均 リン パ球 純 度85.3%は 濾 過後

平 均85.8%と 純 度 に変 化 は認 め られ なか った.さ ら

に リンパ球 実数 の比 較 で は濾 過 後 は濾過 前 の44.1%

に減 少 し,約 半 数 の リン パ球 がfiber column中 に

残 留 し流 出 しな い こ とが 判 明 した.

3) 被 検 血 液2mlに は平 均3.14×106コ の リンパ球

が存 在 す るが, Conray-Ficoll比 重遠 沈 法 に よ り回

収 され る リンパ球 は平 均2.8×106コ,リ ンパ球 純度

は平 均91.3%, viabilityは98%以 上 で 平 均 回収 率 は

89.6%で あ った.

表la　 COMPARISON OF LYMPHOCYTES

 COUNT IN Lo, Lc & Lf

(×106)

表lb　 COMPAPISON OF SIBC IN Lo,

 Lc & Lf

Abbreviation: Lo; original lymphocytes

Lc; lymphocytes retained

 in column

Lf; filtrated lymphocytes

4) Conray-Ficoll法 で 分 離 した リンパ球(Lo)を

tetron fiber column法 に よ り, fiberに 附 着 せず

濾 液 中 に出 現 す る リンパ球(Lf)と 濾 過 後fiberを

TCM 199で 洗浄 し遊 出 して くる リンパ 球(Lc)に 分

け た(表la).平 均14.2×104コ のLoを100%と す る

とLfで 平 均3.14×104コ, 22%, Lcで 平 均5.8×104

コ, 41%と な り, fiberに は最 終 的 にLoの 約37%が

附着 した ま ま残 留 した.さ らに膜 免 疫螢 光 法 に よ り

SIBCを 算 出 し, tetron fiber column濾 過 のSIBC
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に及 ぼす影 響 を検 討 した(表1b). Loで 平 均18%の

SIBCが, Lfで 平 均7.0%と 減少 し, Lcで は23%と

増 加 が認 め られ た.実 数 に お いて はLoで 平 均2.5×

104コ のSIBCが, Lfで 平 均0.22×104コ と著 明 に 減

少 し, Lcで は 平均1.1×104コ とLoに 比 べ て 減 少 し

てい た がLfよ りは 多 くのSIBCが 存 在 した.

5) Conray-Ficoll法 で分離 した リンパ球 のSIBC,

 non SIBCを 螢 光 顕 微 鏡(一 次 フ ィル ターOB,二

次 フ ィル ターNo1, BV励 起)で 区別 し,一 次 フ ィ

ル ターOU, UV励 起 にてmicr0meterを 用 い て直 径

を測定 した(表2). SIBCの 直径 は平 均14.5μ, non

 SIBCの 直 径 は平均12.6μ とSIBCはnon SIBCよ

り大 きい直径 を有 し,直 径16μ 以 上 の リン パ球 では

82%以 上 がSIBC,直 径10μ 以 下 で は80%がnon

 SIBCで あ った.

6) ALL 2例, CLL 3例 の 末 梢 血 よ りConray-

Ficoll法 に よ り リンパ球 を分離 し膜 免 疫螢 光 法 を 用

いてSIBCを 算 出 した.分 離 した リン パ球 は塗抹 標

本.(May-Grunwalds-Giemsa染 色)の 観 察 に よ り

ALLは 大 部 分 リン パ芽 球 か らな り, CLLは いず れ

も成 熟 小 リンパ球 様 の 細胞 の み で あ った. SIBCは

ALLで0%, 3.1%と い ず れ も低 率 で あ り, CLLで

は64.3%, 98.0%, 7.8%と 症例 に よ り著 しい差 が認

め られ た.

7) freeze-etching法 に よ り リン パ 球 膜 構 築 の 検

討 をお こな った.

7-a) 健 康 人 末 梢 血 リ ンパ球 のfreeze-etching

像 では リンパ球 膜 面 に長短,大 小 さま ざ まの突 起 が

平滑 な膜 面 に存 在 し,膜 面 に突 起 密 度 の 大 きい リン

パ球(写 真1)と 小 さい リ ンパ球(写 真2)が 区別

され た.各 々 の リン パ球 に お け る突 起 の 平 均 直径 と

密 度 を計 測 し比 較 した(図3).し か し密 度 と直径 の

間 には一 定 の 関係 は認 め られ な か った.突 起 密 度 と

直径 の分 布 を各 々histogramを 用 い て現 わ した(表

3).突 起 直径 は1000～3000Aの 頻 度 が最 も多 く,平

均直径 は2145±992Aで あ った.一 方 突 起 密 度 は0～

2/μ2の リンパ球 が最 も多 く,つ いで3～5/μ2の 密

度 に多 い二 峰 性 の 分布 を示 して い た.リ ンパ球 全 体

の平 均 突 起密 度 は2.1±1.2/μ2で あ った.突 起 密度

を3/μ2末 満 と3/μ2以 上 の リンパ球 に分 け た場 合,

前 者 で は 直 径2254±996Aの 突 起 が1.2±0.7/μ2の

密 度 に,後 者 では直 径2185±990Aの 突 起 が3.9±0.6

/μ2の 密 度 に 存 在 した.ま た 各 々 の リンパ球 の 占 め

る 割 合 は それ ぞれ71%, 29%で あ った.

表2　 Diameter of SIBC and non SIBC

図3　 Correlation of Diameter and Density

 of Lymphocyte Process

表3　 Distribution of Process Density

Distribution of Process Diameter

7-b) tetron fiber column法 に よ り分 別 し たLf,
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Lcのfreeze-etching像(写 真3, 4)で はLfに

表 面 平 滑 で突 起 の 少 な い リンパ球 が 多 く, Lcに は

比 較 的 突 起 の 多 い リン パ球 が存 在 した. 3/μ2以 上

の 突 起 密 度 を有 す る リン パ球 はLfで7.0%, Lcで

は21.3%と,突 起 密 度3/μ2以 上の リンパ球 はtetron

 fiber column濾 過 に よ り減 少 した.

7-c) 胃潰 瘍 患 者 腹 腔 内 リンパ 節 のfreeze-etc

hing像(写 真5)で は密 集 し相 接 す る リンパ球 群 が

認 め られ た が,そ の 膜 表 面 は大 部 分 平 滑 で あ り,観

察 し えた リンパ球 の3%に の み突 起 が 平 均0.7/μ2の

密 度 に認 め られ た.

7-d) ALL患 者末 梢血 リンパ球(SIBC: 3.1%)

のfreeze-etching像(写 真6)で は平 滑 な,あ る い

は 波状 を 呈す る膜 面 に小 数 の突 起 を有 す る リンパ球

が 認 め られ た.こ の突 起 は直径2140±715Aで あ り,

密 度1.0±0.2/μ2で あ った.

7-e) CLL患 者末 梢血 リンパ球(SIBC: 65.4%)

のfreeze-etching像(写 真7)で は, ALLに 比 較

して膜 面 に 多 くの突 起 を有 して お り,そ の密 度 は リ

ンパ球 に よ って差 が あ り,膜 構築 は均 一 で は なか っ

た.こ の突 起 は 直径2060±490Aで あ り,密 度3.7±

1.2/μ2で あ った.

7-f) ALLとCLLの リンパ球 膜 構 築 にお い て,

突 起 の 直径 と密 度 の 相 関 を検討 す る と共 に それ らの

分 布 を 比 較 した(図4). ALLの 突 起 は直 径 と密 度

の 間 に 相 関 は な く,密 度 は0.2～1.3/μ2の 狭 い範 囲

に分布 しているのに対 し,直 径は1000～4500Aと 広

い範囲に分布 していた.一 方CLLの 突起において

も直径 と密度の間に相関は認められず,密 度は1.9

～6 .4/μ2と広い範囲に分布 しているのに対し,直 径

は1500～3000AとALLに 比較してやや狭い範囲に

分布 していた.健 康人のリンパ球 においておこなっ

た と 同様 に突 起密 度 を3/μ2で 区 切 る と, 3/μ2以 上

の突 起密 度 を示 す リンパ球 はALLで0%, CLLで

は72%で あ り, 3/μ2末 満 の リンパ球 は それ ぞれ100

%, 28%で あ った.

図4　 Correlation of Diameter and Density of 

Lymphocyte Process in ALL and CLL

7-g) リンパ球 のfreeze-etchingに 際 して,細

胞膜表面と共に胞体内,核 表面を露出しているリン

パ球において核膜構築を検討 した.健 康人リンパ球

核膜のfreeze-etching像(写 真10)で は,核 孔 と

共に核膜が細胞質に接する外膜と共に核膜が細胞膜

に接する外膜と,核 内部に接する内膜の二層の膜構

築を呈 していた.い ずれの核膜面にも小粒子が存在

しており,核 孔は二層の核膜を貫通する孔 として認

められた.健 康人 リンパ球において核孔 と核膜面の

小粒子各々の直径 と密度を計測 した.核孔は直径943

±114Aで あ り, 4.4-7.2/μ2の 密 度 に存 在 した.核

外 膜 には 直径113±45Aの 小 粒 子 が1875±320/μ2の

密 度 に存 在 し,内 膜 に は直径112±42Aの 小 粒 子 が

1683±205/μ2の 密 度 に存 在 して い た.

ALLの リンパ球 核 膜 のfreeze-etching像(写 真

11)で は直 径977±230Aの 核 孔 が4.4±1.2/μ2の 密

度 に存 在 し,外 膜 面 に は 直 径149±53Aの 小 粒 子 が

1317±334/μ2の 密 度 に,内 膜 面 に は 直径129±41A

の小 粒 子 が1232±360/μ2の 密 度 に 分布 して お り,核

孔 密 度 がや や 少 な い傾 向 で あ った.

CLLの リン パ球 核 膜 のfreeze-etching像(写 真

12)で は直 径613±119Aの 核 孔 が4.6±1.5/μ2の 密

度 に 存 在 し,健 康 人, ALLに 比 較 して や や小 さな

直径であった.外 膜 には直径120±43Aの 小粒子が

1225±255/μ2の 密 度 に,内 膜 に は 直径97±37Aの 小

粒 子 が2428±290/μ2の 密 度 に分布 して お り,核 孔 直

径 と共 に小 粒 子 直 径 がや や 小 さい傾 向 で あ った.

4) 考 案

末 梢 血 リ ンパ球 を膜 免 疫螢 光 法, freeze-etching

用 の 材 料 と して用 い るた め に は,高 純 度,高 回収率

で しか も生 物 学 的 活 性 を保 っ た ま ま集 め る必要 が あ

る.末 梢 血 か らの リ ンパ球 分 離 法 に は物 理 的 な沈 降

速 度 差10,11), glass wool12), cotton wool13), nylon fiber

14)への 粘着 能 を利 用 した方 法 が知 られて い る. Cou

lsonら15)はgelatinを 用 い て赤 血 球 沈 降 速 度 を亢 進

させ リンパ球 を80～90%の 純度 で 分離 し うる と報告

して い る,著 者 の お こ な っ たglatin法 で は,リ ン

パ球 純 度 は60～90%,末 梢 血20mlか ら平 均7.5×106

コの リンパ 球 が回 収 され た.リ ンパ球 純 度 を高 め る

目的 で さ らにtetron fiber column濾 過 を お こな っ
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たが純度 の改 善 は認 め られ ず,か えっ て約56%の リ

ンパ球 が失 な わ れ た. Boyum16)はIsopague-Ficoll

比重遠 法 を用 い,リ ンパ球 を純 度80-90%に 分離 し

て い る. cenray-Ficoll比 重遠 沈法 で は宋 梢 血2.ml

よ り純度 平 均90.1%, viability 98%以 上 の リンパ球

を平 均3.6×106コ 分 離 しえ た.被 検 末 梢 血2ml中 に

は平 均3.8×106コ の リンパ球 が存 在 す る と計算 され

るので90%の リンパ 球 が 回収 され た こ とに な る.

従来末 梢 血 よ りの リンパ球 分 離 に際 して は赤 血 球

や好 中球 の 混 入 が 問 題 に され て きたが リンパ球 の

subpopulationを 検 討 す る場 合 に は,純 度 を高 め る

種 々の 操作 に よ り, T細 胞, B細 胞 の 比率 に変 化 を

きたす 可能 性 が あ る. Conray-Ficoll法 で 分離 した

末 梢血 リンパ球 をtetron fiber columnで 濾過 す る

と, SIBCは 濾過 前 に比 較 して 濾 過 後著 明 に減 少 し,

 tetron fiberにSIBCが 残 留 して い た. RouSeら17)

はnylon wool column18)を 用 い る と,ウ シ ・リン

パ球(SIBC30%)がcolumn濾 液 中 リンパ球(SIBC

2.7%)でSIBCが 減 少 し, column中 に残 留 す る リ

ンパ球(SIBC73%)にSIBCが 増 加 す る とい う.

リンパ球 のfiber column濾 過 に際 して 濾 過 速 度 を

規定す る要 因 の一 つ に リンパ球 直 径 の 問 題 が あ る.

 Wilsonら19)は125I標 識 抗 ヒ トImmunoglobulin血

清 を用 い て ヒ ト ・リンパ球 のSIBCを 標 識 し,塗 抹

標 本で 直径 を測 定 した と ころ,直 径7μ 以 下 の リ ン

パ球 にはSIBCは 存 在 せず, 11μ 以 上 の リンパ球 で

はその80%がSIBCで あ る と報 告 して い る.著 者 は

螢 光 顕微 鏡 下 に浮 遊 状 態 の リン パ球 直 径 を測定 し,

 SIBCが 平 均14.5μ, non SIBCは 平 均12.6μ と,

 SIBCの 直径 が よ り大 きい こ と を確 認 した.こ の直

径の差 がfiber columnを 通 過 す る リンパ球 のSIBC,

 non SIBCの 分離 に濾 過速 度,濾 液 量 によ って は 関

与 し うる と推 察 さ れ た.し か し今 回用 い たtetron

fiber column濾 過 で は, 10mlの 濾 液 で ほ ぼ リ ンパ

球 の 流 出 が止 ま っ た こ とか ら,単 に リンパ球 直径 に

依 存 した フル イ効 果 の み で は な く,膜 形質 と して の

膜 表面 免 疫 グ ロブ リンの存 在 が, tetron fiberに 対

す る粘 着 性 を増 した こ とに密 接 な関 連 が存 在 す る と

思 わ れ た.リ ン パ球 の膜 荷電 状 態 と膜 形質 との 関係

につ い て, Mehrischiら20)はCBAマ ウス ・リ ンパ

球 を細 胞 電気 泳 動 し,泳 動速 度 の速 い リンパ球 がT

細胞(θ 抗 原陽 性),遅 い の がB細 胞(マ ウスB細 胞

特異 抗 原 陽 性)に 区 別 で き,膜 表 面 にamino基,

 carboxyl基 な どの 化 学 組成 に明 らか な差 が あ る と

報 告 して い る.

形 態学 的 に膜 形 質 の 差 を追 求す るために, Polliack

ら21)は走 査電 子 顕 微 鏡 によ りヒ ト ・リンパ球 を観察

し,羊 赤 血 球rosette形 成 リ ンパ 球 即 ちT細 胞 は比

較 的 平 滑 な膜 面 を呈 し,そ れ 以外 の リンパ球 は絨 毛

様 の突 起 を 多数 有 した 膜 面 と して 区別 され,前 者80

%,後 者20%に 存 在 す る と報 告 して い る.こ の絨 毛

様 突 起 の 特 性 に関 して はRayら22)は 逆 にT細 胞 が

B細 胞 よ り も膜 面 の絨 毛 様 突 起 に富 んで い る と報 告

してお り,さ らにHacketteら23)はConray-Hypaque

比 重遠 沈 法 に よ りヒ ト末 梢 血 よ り分 離 した リンパ球

を走査 電 子 顕 微 鏡 で 観察 した とこ ろ,ど の リンパ球

も一様 に巻 ヒゲ 状 の突 起 を有 し,大 きさに つ い て も

均 一 な リンパ球 で,羊 赤血 球rosette形 成 リン パ球

と他 の リンパ球 の 間 に は差 を認 めな い と報 告 す る な

どや や混 乱 した 成績 が示 されて い る.著 者 はfreeze-

etching法 によ りglutaraldehyde固 定 す る 以 外 は

極 く 自 然 に 近 い 状 態 でConray-Ficoll比 重 遠 沈 法

で分離 した リンパ球 膜 構築 の電 子 顕微 鏡観 察 をお こ

な った.そ の 結 果,リ ンパ球 膜 上 には 大小,長 短 の

突 起 が種 々の密 度 で存 在す る が,突 起 密 度 のhisto

gramで は0-2/μ2と3-5/μ2を 中心 に二 峰 性 の

分布 を示 した.突 起密 度 を そ れ ぞれ の 最頻 値 の 中間

3/μ2で 区 切 った と ころ, 3/μ2未 満 の リンパ球 が71

%, 3/μ2以 上 の リンパ球 が29%で あ った.同 一 検

体 の膜 免 疫 螢 光 法 に よ るnon SIBCが82%, SIBC

が18%で あ る こ とか らB細 胞 がす べ てSIBCで は

な く24),補体受 容 体 の み を膜 表 面 に有 す る リンパ球 が

SIBCと 別 に存 在 す る25)こ とが 推 定 され る.さ らに

tetron fiber column濾 過 に よ り18%のSIBCが7.0

%に 減少 し,こ れ に一 致 して突 起 密 度3/μ2以 上 の

リンパ球 が29%か ら7.0%に 減 少 した こ とか ら も,

この 膜形 質 と膜 構 築 の 関連 が裏 付 け られ た と思 わ れ

た. Linら26)は ヒ ト扁 桃 腺 よ り分離 した リン パ球 と

羊 赤 血球,補 体 感 作 ヒ ト赤 血球 のrosetteを それ ぞ

れ作 成 し,前 者 をT細 胞,後 者 をB細 胞 と して 走 査

電 子 顕 微 鏡 で観察 した. T細 胞 は直 径3～4.8μ で

膜 表 面 は平 滑 で あ り, 3/μ2以 下 の密 度 に の み絨毛

様 突 起 が 存 在 す るが, B細 胞 は直 径4～8/μ2で,

膜 面 に は密 度10/μ2の 突 起 を有 す る リ ンパ球,波 状

の膜 面 を呈 す る リ ンパ球 お よ び短 い突 起 が小 数 存 在

す る リンパ球 の3型 に分 類 し うる と述 べ て い る.ま

たReyesら27)も ヒ ト ・リンパ 球 をglutaraldehyde

で固 定 後, peroxidase標 識 抗 ヒ トimmunoglobulin

抗 体 を用 い てSIBCを 超 薄 切 片 法 で 観察 し, SIBC

は絨 毛 様 突 起 を有 し, non SIBCは 平 滑 な膜 面 で あ
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る と述 べ て お り, freeze-etching法 に よ る著 者 の成

績 に一 致 す る と思 わ れ た.

Elsonらs8)はRh (D)陽 性 赤 血球 と感作 され た リ

ンパ球 のrosette即 ちB細 胞rosetteの 超 薄 切片 法

に よ る観 察 で,赤 血球 と リン パ球 の 結 合 が リンパ球

膜 上 の突 起 を介 して お こな わ れて お り,あ らか じめ

cytochalasin Bを 作 用 させ た リン パ球 膜 面 の 突 起

は 減 少 し, rosette形 成 率 は低 下 した と述 べ て い る

ことか らも形 態学 的 に認 識 され る膜 突 起 と,機 能 的 な

B細 胞 との関 連 は密 接 で あ る こ とが 明 らか で あ る.

しか し,こ の リンパ球 膜 突 起 がcytochalasin Bで

減 少 し,さ らに観 察 に際 してin vivoとin vitroに

お い てglutaraldehyde固 定 を お こな い突 起 密 度 に

差 を認 め るな どの 報 告29)か ら,こ の突 起 構 築 は小 腸

粘 膜 の上 皮 細 胞 に認 め られ る刷子 縁な ど とは異 な り,

リ ンパ球 機 能 の 発 現 に伴 な う可 変 的 な 構築 の 可能 性

が あ る.著 者 の 観察 した リンパ 節 内 リンパ球 のfre

eze-etching像 で は 大 部分 の リンパ球 は平 滑 な膜 面

で あ り,突 起 は認 め られ な か っ た.流 血 中 に存 在 す

る リン パ球 が機 能 的 にactiveな 状態 とす れ ば,リ ン

パ節 内 の リンパ球 は抗 原 刺 激 の無 い条 件 下 で 機能 的

にinactiveな 状 態 で あ り,そ の為 に突 起 が 存 在 しな

い の で は な いか と推察 され た.ま たunanueら30)は

マ ウス ・リンパ球 を抗 マ ウ ス免 疫 グ ロ ブ リン抗体 と

反 応 させ た場 合,手 鏡 状 の形 態 変 化 を きた した リ ン

パ球 の鏡 部 分 は平 滑 で,柄 部 分 は粗 橿 な膜 面 を呈 す

る こ とを走 査 電 子 顕微 鏡 で認 め て い る.こ れ らの 事

実 は リ ンパ球 膜 構 築 の 上 で,突 起 は リンパ球 機能 と

表 裏 一 体 の関 係 に あ り,抗 原 刺 激 や環 境 に よ り突 起

の 分布,長 短,密 度 が変 化 し うる こ と を示 唆 して い

る.

リン パ球 の 腫 瘍 性 増殖 を特 徴 とす るALLお よ び

CLLの 末 梢 血 中 リン パ球 はsurface markerと し

て の膜 表 面 免 疫 グ ロ ブ リン も し くは補 体 レセ プ タ ー

の存 在,羊 赤 血 球 結 合 性 に よ りALLはT細 胞系,

 CLLはB細 胞 系 の 腫 瘍 と推 定31-35)さ れて い る.著

者 が 観 察 したALLの リンパ球 は98%が リンパ 芽球

か らな り, SIBCは3.4%存 在 して い た. freeze-

etching像 で 膜 表 面 の突 起密 度 は0.2-1.3/μ2と 健

康 人 リン パ球 のnon SIBCと 推 定 し た リ ン パ 球 膜

突 起 密 度 と一 致 して いた.一 方CLLの リン パ球 は

May-Giemsa染 色 で形 態 的 には成 熟 小 リンパ球 か ら

な りSIBCは64.3%に 増 加 して い た.こ の リンパ球

膜 表 面 の突 起 密 度 はfreeze-etching像 で1.9-6.3

/μ2と 広 い範 囲 に分布 して い た が, ALLの 突 起 密 度

とは明 らかに異なる分布(図3)で あ り,健 康人 リ

ンパ球のSIBCと 推 定 した3/μ2以 上の密度のリン

パ球が72%とSIBCの 百分率にほぼ一致 していた.

 Reyesら27)は5例 のCLLの うち3例 ではSIBCと

膜面の絨毛様突起に一致を認めているが, 2例 では

平滑な膜面に免疫グロブリンの存在を認めている.

さらにT細 胞系とされるSezary細 胞36)の膜面に一

部絨毛様構造を認めるなど,腫 瘍性 リンパ球では膜

形質と膜構築の不一致が観察されている.ま たBo

rellaら37)は14例 のALLの う ち10例 の リンパ球に

は膜表面免疫 グロブリンも羊赤血球結合能 も認めな

かったと報告 している. CLLに おいても羊赤血球

rosette形 成 リンパ球が68%の 症 例 が報告38)されて

いる.著 者のSIBCが7.8%と 低率のCLLの 一例で

は同時におこなった羊赤血球 ロゼ ット形成試験が71

%と 高率であったことからT-cell CLLと 考 えら

れ,腫 瘍化したリンパ球は膜形質の分化度によって

は,従 来の膜形質によるT, B細 胞の区別が不可能

な場合が存在することが示 された.ま た末梢血 リン

パ球の約20%が 羊赤血球結合能と共に膜免疫グロブ

リンを合わせ持つ無 γ-グロブリン血症39)や,同 様

のdouble marker cellが80～90%を 占めるlymp

hoproliferative disorder40)な どがあ りT, B細 胞

の区別自体,現 在判明している膜受容体のみでは絶

対的な指標になりえないことが推察された.

リンパ球核膜は超薄切片法でも内膜と外膜が区別

され,核 孔を通じて核内と細胞質が接触 している.

Freeze-etching法 による核膜の観察では健康人,

 ALLで は核孔直径が約1000A, CLLで は600Aと 小

さな核孔であった.核 孔密 度は健康人で4-8/μ2

であり, ALL, CLLで は4-5/μ2と 少ない傾向が

認め られた. Ruzickaら42)もfreeze-etching法 に

よりリンパ球 を観察し,核 孔密度の減少がCLLの

リンパ球で認められたと報告しており,腫 瘍性 リン

パ球の代謝 との関連において核孔直径,密 度の変化

は重要と思われた.著 者はさらに核膜の内膜と外膜

面に存在す る小粒子直径と密度について計測をおこ

なった.健 康人 リンパ球の核膜では内膜,外 膜とも

に直径80-150Aの 小 粒子が1100-2600/μ2の 密度

に存在 し, ALL, CLLの リンパ球との間に明らか

な差は認められなかった.

5) 結 語

ヒト・リンパ球において膜形質,特 に微細膜構築

を追求する目的で,健 康人, ALLお よびCLL患 者
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末梢血よりのリンパ球分離をおこない,膜 免疫螢光

法 でSIBC, non SIBCを 区 別 し てtetron fiber 

column法 に よ り リンパ球 の分 別 を し, freeze-etc

hine法 に よる微細膜構築の電子顕微鏡観察をおこ

なった.そ の結果,膜 表面免疫グロブリンの存在 と

膜表面の突起構築の間に密接な関係が認められた.

即 ち,突 起密 度3/μ2以 上 の リンパ球 がSIBCに,

 3/μ2未 満 の リンパ球 がnon-SIBCに 相 当す るこ と

が推定 された.腫瘍性 リンパ球であるALLとCLL

の リンパ球においても同様の関係が認められた.さ

らにfreeze-etching法 により核膜構築についても

観察 をおこない,健 康人 リンパ球核膜に比較して

ALL, CLLで はやや少ない核孔密度であった.

擱筆するにあたり恩師平木潔教授の御指導,御 校

閲に深謝致 します.
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Studies on membrane architecture of blood corpuscles

Part Ⅱ: Ultrastructural study of freeze-etched lymphocyte membranes

by

Shinya TADA

The Second Department of Internal Medicine, School of Medicine, Okayama University

(Director: Prof. Kiyoshi Hiraki)

Depending on the surface immunoglobulin of the lymphocyte membrane, lymphocyte has 
been classified either as a surface immunoglobulin bearing cell (SIBC) or a non-SIBC.

An ultrastructural approach of the freeze-etched lymphocyte membranes of normal subjects 
revealed the existence of micro-processes and small particles on its surface. The density of
 micro-processes on the lymphocyte membrane was distributed in the range from 0.3 to 6.8/μ2,

 and its histogram showed two peaks at 0-1 and 3-4/μ2.

The lymphocytes of normal subjects, in whom SIBC was in 18 percent, were freeze-etched,

 and 28 percent of the lympbocytes showed higher density of micro-processes more than 3/μ2.

 After the filtration of the lymphocytes through a tetron fiber column, the percentages of

 both SIBC and the lymphocytes showing the micro-processes more than 3/μ2 were decreased

 simultaneously.

In acute and chronic lymphocytic leukemias, the examination of lymphocyte subpopu

lations and the membrane architectures of the leukemic lymphocytes revealed the similar 

tendency of membrane property as observed in non-SIBC and SIBC of normal subjects.
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写 真 説 明

矢 印 はshadowingの 方 向 を示 す.

写 真1:健 康 人末 梢血 中の 膜 表 面 に突 起 密 度 の大 きい リンパ球 のfreeze-etching像(X14500)

写 真2:健 康 人末 梢血 中 の膜 表 面 に突 起 密 度 の小 さい リンパ球 のfreeze-etching像(X17400)

写 真3:健 康 人 末 梢血 中 リンパ球 に お い て, tetron fiber column濾 過 後,濾 液 中 に 出現 す る リンパ球 のfre

eze-etching像(X9300)

写 真4:健 康 人 末 梢 血 中 リン パ球 にお いて, totrop fiber column濾 過 後, column中 に残 留 す る リンパ球 の

freeze-etching像(X15000)

写 真5:胃 潰 瘍 患 者腹 腔 内 リンパ 節 のfreeze-etching像(N: nucleus) (X5300)

写 真6: ALL患 者末 梢 血 リンパ球 のfreeze-etching像(N: nucleus) (X6700)

写 真7: CLL患 者末 梢 血 リンパ球 のfreeze-etching像(N: nucleus, C: cytoplasm) (X18000)

写真8:健 康 人 リ ンパ 球 核 膜 のfreeze-etching像(N: nucleus, I. M.: inner membrane, O. M: outer

 membrane) (X23000)

写真9: ALL患 者末 梢 血 リンパ球 核 膜 のfreeze-etching像(X42000)

写真10: CLL患 者末 梢 血 リンパ球 核 膜 のfreeze-etching像(X25000)
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写真6



血液細胞膜構築の研究　 491

多田 慎也論文附図

写 真7

写 真8
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