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免疫走査電顕による多核白血球 C3bレ セプターの分布

一健康成人について一

佐 賀 徳 博・松 田 英 彦 (北海道大学医学部眼科学教室)

要  約

健康成人の末槍静脈血から多核白血球を分離 し,カ バーグラス上に培養 し,抗 CRlモ ノクローナル抗体,40
nm金 コロイ ド結合二次抗体 を用い日立 H‐ 800付属走査型電子顕微鏡にて鏡検 し正常好中球 で C3bレ セプ

ターの分布 を検討 した。金粒子は拡大することによってその数 を数えることが可能であり,金粒子が数個から

十数個集 まって膜面に散在するもの(金粒子数の平均±標準偏差 =59.5± 36.8,n=146),金 粒子が十数個から

数十個集 まって 2～ 3カ 所 に見 られ多 くはラッフル (rume)上 に認められるもの (121.7± 63.8,n=45),お
よび細胞の一極に見られるもの (74.1± 47.4,n=59)の 3つ の型に分けられた。 まとめて 1個 の細胞が持って

いる金粒子数の分布をグラフにすると2%の有意水準で正規分布 を示 し,そ の平均および標準偏差 は74.1±

50.6(n=250)であった。好中球 CRlレ セプターは細胞膜面にい くつかの塊 となって存在 しかつその数および

分布は異なっていた (日 眼会誌 93:1019-1024,1989)

キーワー ドi C3bレ セプター,多核自血球,好中球,免疫走査型電子顕微鏡
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The distribution of c3b receptors on ,orr*orot::tJ:,ceta. leukocytes cultured from normat healthy volun-
teers was examined by scanning immunoelectron microscopy with mouse anti-CRl monoclonal antibody and
40nm-goat anti-mouse IgG antibody. The distribution was categorized into three tlpes; first, Au-particles
clustered in numbers of several to ten or more on polymorphonuclear leukocytes (mean +S.D. :59.5+36.8, n =
146), second, tens of the particles mostly on two or three rufles of the cells (121.7+63.8, n:45), and third,
particles assembled at one part of the cells (74.L+ 47 .4, n :59). The distribution of Au-particles on all polymor-
phonuclear leukocytes showed a normal distribution curve (74.1 +50.6, n = 250, p<0.02). These results show that
polymorphonuclear Ieukocytes had some tendencies but no uniformity of distribution of C3b receptors on their
plasma membrane when they were cultured. (Acta Soc Ophthalmol Jpn g3: 1019-1024, 1989)
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I緒  言

ベーチェット病は原因不明であるが,発作期で病巣

部に好中球が集積することから本病患者好中球には何

らかの異常があるものと推測される。我 々はこれまで

患 者 末槍血好 中球 の微小管 の異 常 を報 告 して き

た1)2).C3bレ セプターは Fcレ セプターと共に細菌貪

食を効率的に行い感染防御に重要な役割を果たしてい

る3)4).ま た,細胞膜に存在するこの C3bレ セプターの

膜内移動はアクチンフィラメン トによって制御されて

お り|)6),_方 アクチンフィラメン トの変化は徴小管を

含めての細胞内骨格の変化を引き起 こす と推測されて

いる7).べ _チ ェット病においては血清中の補体価が

眼発作を起 こす前に減少 し,発作期に上昇する8)と ぃ

われてお り,最近では溶連菌感染の本病 との関わ りが

注 目されている。)。 従ってベーチェット病において患

者好中球の C3bレ セプターに異常があるか否かその

分布を調べることは意味がある。 しか しながら,正常

好 中球 で螢光 抗体法 を用 いてそ の分布 を見た報

告 10)～ 12)は あるが,そ の分布をより詳 しく観察できる免

疫走査電子顕微鏡で見た報告はなく,今回は金 コロイ

図 1 細胞膜上に金粒子が認められ,各粒子を数える

ことが可能である。×22,500.ス ケールはlμmを小

す。
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ドを用い走査電子顕微鏡で観察できる至適条件を設定

し,正常好中球で C3bン セプターの分布を検討した。

II 対象と方法

健康成人 3名 の末檎静脈血10mlを 採血 し,比重遠沈

法 にて多核 白血 球 を分離,15%牛 胎 児血 清添 加

RPM11640を用いカバーグラス上にて 2時間30分 イン

キュベーシ ョン した.0.3937モ ルサ ッカ ロース添加

0.0667モ ル燐酸緩衝0.25%グルタールアルデヒド溶液

(pH 7.4)に て15分室温にて固定,水素化ホウ素ナ トリ

ウム0.5mg/ml(Dulbecco'sPBS(― ),以下 PBS)に

て還元しPBSで洗添後,正常ャギ血清 (MILES社 )

を滴下,PBSで洗添後抗 CRlマ ウスモノクローナル抗

体 (DAKOPATTS社 )を滴下,室温で30分 インキュ

ベーションした。0.1%牛血清アル ブ ミンー20mMト

リス緩衝液 (pH 8.2)(以 下 Tris)で 洗族し,40nm金
コロイ ド結合 ギ ギ抗 マ ウス IgG抗 体 (JANSSEN

PHARMACEUTICA社 )を滴下,Trisで洗蘇, さら

にサッカロース加 リン酸緩衝2.5%グ ルタールアルデ

ヒド溶液 (pH 7.4)で 固定した.エ タノール系列で脱

水し,酢酸イソア ミルで置換 した後,炭酸ガスによる

図2 金粒子が数個から十数個集まって膜上に見られ

る。矢頭は金粒子の集積を示す.× 15,000.ス ケール

はlμ rn.
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臨界点乾燥を施 し金パラジウムを蒸着, 日立 H-800付

属走査型電子顕徴鏡にて鏡検 した。

電顕写真の撮
‐
り方は細胞全体が撮影できる倍率で ,

更に直接倍率20,000倍 で細胞を数 力所に分けて撮影

し, 2倍に引 き伸ばして印画紙に焼き付け,金粒子の

付着パターン及び粒子数を算出した.3名 の うち 1名

では培養時間30分 , 1時間30分 についても同様に観察

した。

抗 CRl抗体の非特異的沈着の有無をみるために,抗

CRl抗体の代わ りに正常マウスモノクローナル抗体

(IgGl,COULTER CORPORATION社 )を,金 コロ

イ ド結合抗マウス IgG抗体のそれを見るために Tris

を用い,以下同様に処理し検討 した。

III 結  果

総数で250個 の細胞を観察した。付着した金粒子は細

胞膜がカバーグラスに対して斜めになっている場所に

多数を認めた時はその数を正確に算出することはでき

なかった。 しかしながら,多 くの場合金粒子は拡大す

ると図 1の ように見え解析が可能だった。金粒子の分

布から3つの型に分けた.第 1の 型は金粒子が数個か

ら十数個集まって膜面に散在するものであり (図 2),

多核白血球 1個が有する金粒子数の分布を調べるため

に,認められた金粒子の数を10個 ごとに分け,各 々多

核白血球が何個あったかを,横軸に金粒子数を縦軸に
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No.of
Au‐ patic:es

細胞数をとってグラフに表すと金粒子数の平均および

標準偏差は59.5± 36.8で , 4%の有意水準で正規分布

図4 金粒子が十数個から数十個集まって, ラッフル

上 に見 られ る。矢頭 は金粒子 の集積 を示 す。×

15,000. スケールクまlμ m・

平成元年 11月 10日     免疫走査電顕による多核 白血球C3bレ セプターの分布・佐賀他

No.ol PMNs

30

Mean±S.D.=59.5±36.8

10

0

ｎ
Ｖ

，
“

00QOQ● 0● OOOOO‐ 0000oooo● oooooo● o‐
こ:罵墓::L翼基テ:賢玉≡量ヨ::ヨ曇輌習壁゙燿燿登里壁曇壼驚

図3 図2で見られるような多核白血球に認めた金粒子の数をかぞえて, どのくらい

の金粒子を有する細胞が多いかを横軸に金粒子数を縦軸に多核白血球数をとってグ

ラフにしたもので, 4%の有意水準で正規分布をなしている。mean± SD.

た
●

●
ヽ

イ
簾

口■口■ロロ暉



1022 日眼会誌 93巻 11号
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図5 図4でみられる型の多核白血球の金粒子数の分布を示している。mean± S.D.

図6 金粒子が細胞の一極に限局して見られる.矢頭
は金粒子の集積を示す。×15,000,ス ケールはlμ m.

を示した (図 3)。 この型の細胞は146個 認められ観察

総数の半分以上を占めた.第 2の 型は金粒子が十数個

から数十個集まって 2-3カ所に見られるもので,多
くはラッフル (rufne)上 に認めた (図 4)。 金粒子数の

平均および標準偏差は121.7± 63.8(n=45)で あった

(図 5)。 第 3の型は細胞の一極に見 られるもので (図

6),金粒子の平均および標準偏差は74.1±47.4(n=

59)であった (図 7)。 以上 3つの型をまとめて 1個の

細胞が持っている金粒子数の分布をグラフにす ると

(図 8)2%の有意水準で正規分布を示し,そ の平均お

よび標準偏差は74.1± 50.6(n=250)で あった。抗 CRl

抗体の代わ りに正常マウスモノクローナル抗体を,金
コロイ ド結合抗マウスIgG抗体の代 りに Trisを用い

た際,金粒子は観察されず,抗体の非特異的沈着は認

められなかった。

培養時間が30分では金粒子 は全 く観察されなかっ

た。 1時間30分では金粒子を認めたが 2時間30分のも

のに比べ少なかった。

IV考  按

補体 レセプターには 4種類(CRl,CR2,CR3,CR4)
があり,その うち好中球に存在 し, オブソニン化され

た外来の抗原に対 し特異的に貪食を行 う際重要な働 き

をするのが C3bレ セプター (CRl)で ある13)。 これま

で蛍光抗体法により調べた結果 10)～ 12)で はこのレセプ

ターは膜面にいくつかの塊 となって存在するが,今回

の実験は細胞の分離,培養などの方法が蛍光抗体法に

よるものとは異なっていたが,やはり膜面に均一には

あるわけではなく,い くつかの塊 となって存在してい

た。多核白血球 1個 あたりの C3bレ セプターの数は温

=_,'|
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No.of PMNs

10

Mean± S.E).=74.1± 47.4

度や細胞分離の際の実験条件によって,ま た報告 に

よって違いが見られ,刺激を与えずかつ 4℃ あるいは

0℃ という低温では少ないもので4,000～ 5,00014),多

いものでは86,00015)と 大幅な開きがある。しかしなが

ら報告によって数の一致は見ないものの,37℃ で培養

し た 場 合 や N‐ formyl‐ methiOnyl_leucyl―

phenylalanineや phorbol myristateな どの物質で処

理 されると 3倍 か ら10倍増加す るといわれている。
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我表の得た結果からレセプターの数を推測することは

不可能であるが,最高の効率で抗体がレセプターを認

識した場合を仮定 して見ると,40nmの 金粒子に抗体

が30個 ついてお り,そ の半分が膜に接しているとする

と使用した抗体は dimericな ので,多核白血球 1個あ

たり,多 くても平均2,200前後 と考えられ今までの報告

と比べて少ない結果となる。今回の方法では培養時間

が30分 の場合には金粒子は観察 されず, 1時間30分で

４
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No.0
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図7 図6で見られる型の多核白血球の金粒子数の分布を示している.mean± S.D.

No.of PMNs

Mean± S.D.=74.1±50.6

図8 図3,図 5,図 7を まとめたもので,観察した250個の細胞の金粒子数の分布を

示す.2%の 有意水準で正規分布を示している。mean± S.D.
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認め られかつ 2時間30分 の方が多か ったことから, こ

の実験条件では何 らかの原因で レセプターが細胞質内

に取 り込まれた後 に膜上に発現 した と考えられるが ,

1つ はその発現量そのものが少なかった場合, もう 1

つは観察 された ものは C3bレ セ プターには間違 いな

いとしても,条件設定が適切ではな く,実際にもっと

レセプターが存在するのに検出されなかったことが考

えられる。いずれに しても詳細は不 明であ り今後の検

討が必要 と思われ る。

結果 として蛍光抗体法による光学的顕微鏡の観察 よ

りも,金 コロイ ドを用いた走査型電子顕微鏡による方

が細かい観察が可能であること,少な くともC3bレ セ

プターは膜面に均一ではな くい くつかの塊になって存

在 し,かつ細胞によってンセプターの膜面上の数は一

定ではなく,その分布が異なっていることを確認で き

た ことが重要 と思われる。
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