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法については，分離法の違いによる解析結果の比

較やヒトの実験系をサル類に応用するための工夫

など，方法論に焦点を当てた検討が行われていな

いのが現状である。

さらに，我々はこれまでにヒトのリンパ球分離

用試薬を用いた比重遠心法では，アカゲザル

(Ｍｎａｚｍｍ皿、t、）やカニクイザル（MncZzcZz

/izscjcz4m流s）のリンパ球分画に赤血球が混入す

ることやリンパ球の回収率が低いことをしばしば

経験している。このことは，ヒト用のリンパ球分

離試薬と分離法がサル類の末梢血リンパ球分離に

最適な方法であるか否かの問題を示している。す

なわち，ヒト用の分離法では，比較的比重の大き

い特定のリンパ球集団が失われ，回収されたリン

パ球を用いたサプセット解析に影響を及ぼす可能

性が考えられる。そこで今回，医用霊長類として

多用されているアカゲザルを用いて，各々リンパ

球分離法におけるＦACS解析結果，赤血球残存

率およびリンパ球回収率を比較した。

はじめに

フローサイトメトリー（FACS）によるリンパ

球サブセット解析は，抗ヒト白血球抗体の開発，

量販化とともに，現在では免疫学や病理学等の分

野で不可欠な検査技術のひとつとなっている。こ

のようなＦＡＣＳの普及に伴い，ヒト臨床領域に

おけるリンパ球サブセット解析法については，米

国臨床検査標準協議会の暫定的ガイドライン

H42-Tや国内の研究者ら（高橋，1985；巽，1987,

1990,1993）によって，採血法，抗体パネルの選

択ならびにリンパ球分離法など多くの標準化が提

案されてきた。

一方，霊長類を用いた医科学研究分野において

も，リンパ球のサプセット解析や機能解析のため

に，ヒトの臨床領域で開発された試薬，抗体なら

びにリンパ球分離法を用いたＦACS解析が行わ

れている（TeraoetaJ.，１９８８；寺尾，１９９０；

BIeavinsem1.,1993)。ヒトの臨床領域で開発さ

れた実験系をサル類に応用する際の問題点のひと

つは，用いたヒト用抗体が認識するエピトープの

機能がサル類とヒトとで同一か否かという点であ

る。これについては，特にマカク属のサル類を中

心に多くの研究が行われてきた（村山，１９８６；

Ahmed-AnsarietaJ.，１９８９；ＲｅｉｍａｎｎｅｔａＪ.，

1994)。しかし，ＦACS解析の際のリンパ球分離

材料および方法

1．使用動物と採血法：

末梢血は，中外製薬(株）安全性研究所ならび

に（株）ＣＳＫリサーチパークで飼育中の推定年齢

５～６歳齢のアカゲザル（雌雄計１２例）から各

1999年９月１３日受付，１９９９年１０月３０日受理
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個体につき６ｍlを採血した。採血は，午前１０時

～１２時の間に塩酸ケタミンの筋肉内投与による

麻酔下で，2001Ｕのヘパリン（ノポ・ノルディス

ク）を加えた注射筒を用いて行った。

ン加血に１ｍlの５％（ｗ/v）Dextran（Dextran

T‐2000,Pharmacia）を含むＰＢＳを加え，恒温

漕内で３７℃，３０分加温し赤血球を沈殿させた。

その後，上清を回収し，８ｍlのＰＢＳに浮遊させ，

比重遠心法と同様に３ｍlのリンパ球分離液に重

層し，遠心後のリンパ球分画を回収した。2．リンパ球分離法：

今回の実験では，比重遠心法に対する２種類の

全血法（全血法Ａおよび全血法Ｂ)，ならびに比

重遠心法に対するDextran併用比重遠心法の主

要リンパ球サブセットレベル，赤血球残存率およ

びリンパ球回収率を比較した。また，今血法では

２種類の溶血処理（蒸留水添加法および溶血剤添

加法）における主要リンパ球サプセットレベル，

赤血球残存率およびリンパ球回収率を比較した。

比重遠心法では，ヘパリン加末梢血２ｍlをリ

ン酸緩衝液（ｐＨ7.6；PBS）で５倍希釈し，リン

パ球分離液（Ficoll-Paque；。＝1.077：Pharmacia）

３ｍlに重層後，4009.で３０分遠心し，リンパ球

分画を回収した。回収したリンパ球分画は，ＰＢＳ

で２回洗浄し，２％ウシ胎児血清と0.1％NaN3を

含むRPMI-1640培地（FＡＣＳ培地）に最終細胞

濃度が２ｘｌＯ６/ｍｌとなるよう浮遊させた。

全血法Ａでは，ヘパリン加血ｌ００ｕｌに蒸留水

５ｍlを添加して低張処理により溶血をおこなっ

た後，２倍濃度のＰＢＳを５ｍ'加えて等張とした。

PBSで一回洗浄した細胞は，ＦACS培地に最終

細胞濃度が２×106/ｍｌとなるよう浮遊させた。

全血法Ｂでは，後述する方法でモノクローナル

抗体を添加した後，ＦＡＣＳ培地で２回洗浄し，５

ｍlの蒸留水で溶血処理をおこなった。

また，全血法での溶血処理の違いによる比較を

行うため，蒸留水での溶血法と平行して，

0.826％NH4Cl（関東化学）を基剤とした溶血剤

(久下，1990）による溶血法も併せて行った。全

血法Ａでは血液ｌ００ＡＺｌに５ｍlのＰＢＳを加え，

2709.で１０分間遠心後，ペレットに溶血剤を５

ｍl加え，室温に１０分間放置して溶血処理を行っ

た。全血法Ｂでは，血液１００浬ｌに抗体を反応さ

せた後，ＰＢＳで１回遠心洗浄して得たペレット

に溶血剤を５ｍ'加えて溶血処理を行った。

Dextran併用比重遠心法では，２ｍlのへパリ

3．モノクローナル抗体とリンパ球サプセットレ

ベルの測定：

リンパ球サブセットの検出は，アカゲザルのリ

ンパ球との交叉反応性が確認されている

(Reimanne2QL，1994）抗ヒト白血球抗体のう

ち，ＰＥ標識抗ＣＤ４（Leu-3a）とFITＣ標識抗

CD８（Leu-2a）およびPE-標識抗ＣＤ2０（Leu-l6）

とFITＣ標識抗ＣＤ1６（Leu-11a）抗体とをそれ

ぞれ組み合わせた２色法染色をおこなった。これ

らの抗体はすべてBectonDickinsonから市販さ

れている抗体である。用いた２種類の抗体の組み

合わせにより，helper／inducerTcell（CD4)，

suppresser／killerTcell（CD8)，pan-Bcell

(ＣＤ20）およびnaturalkillercell（CDl6）の４

種類の主要リンパ球サブセットが定量可能となる。

前述の分離法でそれぞれ回収した細胞浮遊液

100ｍに１０αlのモノクローナル抗体を添加し，

氷上で３０分反応させた。反応後，細胞は

ＦＡＣＳ培地で２回遠心洗浄し，２００凹ｌの２％

Paraformaldehyde（関東化学）で固定した。

リンパ球サブセットレベルは，フローサイトメー

ター（FACScamBecton-Dickinson）を用いてそ

れぞれの抗体に陽性の細胞数を計測し，比率を算

出した。

4．赤血球残存率の測定法：

各分離法で分離した細胞浮遊液それぞれl00

alに，赤血球溶血試薬（クイックライザーIIi

Sysmex）を添加し，残存赤血球を溶血させた後，

血色素量を血液自動血球計数装置（CC-780；

Sysmex）にて測定し，赤血球残存量とした。ま

た同時にリンパ球分離処理前の全血中の血色素量

を測定し，赤血球残存率を求めた。
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TablelMajorIymphocytesubsetlevels,erythrocytecontaminationandlymphocyte

recoveryamongthreedifferentisolationmethods

wholebloodmethod

AB

densitygradient

cenmfugalmethod

Lymphocytesubpopulations

CDl・ceIls（％）

ＣＤ３ｃｅｌｌｓ（％）

ＣＤ１６．cells（％）

ＣＤ２０ｃｅｌｌＳ（％）

43.4±９．３●●

４１．５±８．９

０．２±０．２．．

８．５±4.1

37.6±１０．３

４１．８±７．４

１１．１±７．４

９．１±４．５

１
７
７
６

●
■
●
●

８
８
６
５

＋
一
十
一
十
一
十
一

９
１
汀
８

６
０
０
９

３
４
１

3.45±０．６１＊．３．６０±１．２３◇．Remainerythmcyte（％） 0.72±0．３１

７２．２±１２．１81.7±１１．７LymphocyteTecovery（％） 76.2±１２．０

､ensitygradientcentrifugalmetho｡:dilutedbIoodwascentrifugedonthｅＦｉｃｏｌＩａｔ４００ｇ・10「３０
ｍｉｎ､WhoIebloodmethodA:hemolysingRBCinwholebIoodbydistilIedwaterbefo定staining

lymphocyteswithmonoclonalantibody・WholebIoodmethodB:ｈｅmolysmgRBCinwholeblood
bydistiⅡedwaterafterstainingIymphocyleswithmonoclonaIantibody・Valuesareexp歴ｓｓｅｄｂｙ
ｍｅａｎ±ＳＤｏｆｌ２ｍｏｎｋｅｙｓ．・・Ｐ＜0.O1ascomparedwithmesuItsobtainedindensitygradient
centrif1｣galmethod．

5．リンパ球回収率の測定法：

各分離法で回収した白血球数を血液自動血球計

数装置にて測定し，同時に作製したライト染色塗

抹標本のリンパ球比率を白血球数に乗じて回収リ

ンパ球数を算出した。リンパ球分離前の全血中の

全リンパ球数を同様の方法で算出し，回収された

リンパ球数を全血中の全リンパ球数で除してリン

パ球回収率を求めた。

6．統計解析法：

異なる分離法での結果の比較は，Paired-ttest

を用いて統計学的に比較した。

結果

1．比重還心法と全血法との比較：

比重遠心法と全血法（全血法Ａ，全血法Ｂ）で

回収したリンパ球サブセットレベルをＴａｂｌｅｌ

に示した。今回測定した４種の主要サブセットレ

ベルには，比重遠心法と全血法Ａとの間に差は

なかった。また，抗体反応後に溶血処置を行った

今血法ＢではＣＤ16+細胞がほとんど検出されな

かった。

比重遠心法で回収されたリンパ球分画中の赤血

Redbloodcellscontaminationinlymphocyte

position（a)andnocontamination（b)after
densitygradientcentTifugeusingFicoU．

Ｆｉｇ．１

球残存率は，全血法Ａおよび全血法Ｂよりも低

い値（P＜0.01）であった（Tableｌ)。しかし，個

体によっては赤血球が良好に分離できない場合

(残存率1.49％）があった（Fig.１)。

Ｔａｂｌｅｌに示すように，リンパ球の回収率には

３つの方法で有意な差は認められなかった。しか
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Table2Majorlymphocytesubsetlevels，erythrocytecontaminationand

lymphocyterecoveryinthesamp】eobtainedbythedensitygradient

centrifugalmethodwithorwithoutsedimentationofRBCwithdextran．

dextraMdensitygradient

centnfugalmethod

densitygradient

cenmfugalmethod

Lymphocytesubpopulations

CD4-Ce11ｓ（％）

ＣＤ３ｃｅＵｓ（％）

ＣＤｌ６十cells（％）

ＣＤ20．cells（％）

３
７
０
８

２
３
８
２

十
一
十
一
十
一
十
一

１
４
７
７

３
３
５
８

３
４
１

、
４
１
３

１
３
６
３

＋
’
十
一
十
一
＋
一

１
１
４
１

５
１
３
０

３
４
１
１

Remainerythmcyte（％） 0.88±0.34.２２２士０．６４

Lymphocyte泥covery（％） 42.0±５．８。｡６１．３±8.4

DensitygradientCentrifugaImethod:SeethefootnoteofTabIelDextran／densitygradient

centrifuga1method：densitygradientcentrifugeaftersedimentatiomofRBCusing５％

dextran・Valuesareexpressedbymean±ＳＤｏｆ６ｍｏｎｋｅｙｓ．

し比重遠心法に比較して，全血法Ａでの回収率

がわずかに高く，全血法Ｂでの回収率が低い傾向

がみられた。

p<0.05

100

５
０

７
５

（
韻
）
百
⑪
シ
８
①
』
①
民
。
。
且
Ｅ
｛

2．比重遠心法とDextran併用比重遠心法との比

較：

比重遠心法とDextran併用比重遠心法との比

較では，調べた４種の主要サプセットレベルの値

に差はみられなかった（Table２)。一方，赤血球

残存量は併用法の方が比重遠心法に較べて低い値

(P＜0.05）であった。また，リンパ球回収率も

Dextran併用比重遠心法の方が低い値（P＜0.01）

となった。
2５

hemolysisusing hemolysisusing
distiIedwater ］ysingsolution

Fig2Comparisonoflymphocyterecoveryrate

betweentwodifferenthemolysingmethods、

ＳｅｅｔｈｅｆｏｏｔｎｏｔｅｏｆＴａｂＩｅＬＯｐｅｎｃｏ]ｕｍｎ

ｗｉｔｈｂａｒｓｈｏｗｓｍｅａｎ±Ｓ、（ｎ＝３）inthe

caseofstaininglymphocytewithmonoclonal

antibodyafterhemolysingredbloodcells
CIosedcolumｎｗｉｔｈｂａｒｓｈｏｗｓｍｅａｎ±Ｓ、

（、＝３）inthecaseofstaininglymphocyte
withmonoclonalantibodybeforChemolysing
redbloodcells

3．全血法の溶血処理の違いによる差：

Fig.２に２種類の溶血処理によるリンパ球回収

率を示した。全血法Ａおよび全血法Ｂともに，

溶血処理に溶血剤を用いた方が，蒸留水を用いた

場合よりも高い回収率が得られた。特に全血法Ｂ

では溶血剤を用いた場合に有意（P＜0.05）に高

い回収率が得られた。一方,主要リンパ球サプセッ

トレベルおよび赤血球残存率には，溶血処理法の

違いよる差はみられなかった。 考察

1．比重遠心法と全血法との比較：

坂東ら（1991）は，ヒト末梢血リンパ球の
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ＦＡＣＳ解析において，比重遠心法と全血法では結

果が異なることから，この点を充分に考慮して解

析する必要性を指摘している。また，ヒトの臨床

領域では，比重遠心法でリンパ球サプセットレベ

ルを解析した場合にＴリンパ球のサプポピュレー

ションが損失しやすいことが指摘されている

(IwatanietaZ.，１９８２；Renzi＆Ginns，1987)。

今回の実験ではこの点を考慮し，まず始めに比重

１０７７の分離剤を用いた比重遠心法と２種類の全

血法で回収したリンパ球のサプセットレベルを比

較し，比重遠心操作によって特定のサブセットが

損失するか否かを検討した。その結果，ＣＤ４ＣＤ

ａＣＤ２０およびＣＤｌ６の４種の主要リンパ球サ

ブセットレベルには比重遠心法と全血法Ａとの

間に差はみられず，ヒトの場合に懸念されている

特定のサプセットの損失は生じないことが確認さ

れた。従って，アカゲザルにおいて，リンパ球に

物理的な影響を与えずに分離を行う必要がある場

合，例えばアポトーシス細胞の検出やセルソーティ

ングを行う場合は物理的ダメージの少ない比重遠

心によってリンパ球を分離することが必要になる

が，ヒト用に調整された比重1.077の分離剤をア

カゲザルに適応しても問題ないと考えられた。ま

た，赤血球の残存率については，比重遠心法で平

均１％以下であり，比重1.077のリンパ球分離剤

を用いることにより，アカゲザルの大半の個体で

リンパ球と赤血球とを良好に分離することができ

た。おしなくた判断は難しいが，赤血球の残存の

点からも比重1.077の分離剤で概ね良好に赤血球

を分離できると判断できた。一方，大量の個体で

リンパ球サブセットを日常的にスクリーニングす

る場合には，採血量が少なく血球分離操作が簡便

な全血法Ａが適していると考えられた。

抗体反応後に溶血処置を行った全血法Ｂでは，

ＣＤ16+細胞がほとんど検出されなかった。これは，

ヒトにおける全血法でも同様で，血液に直接抗体

を反応させた場合，血漿中の免疫グロブリンが細

胞表面のＩｇＧＦｃレセプターをブロックし

(PerussiagtaL，1982)，IgG-Fcレセプターと

Leu-11抗体の結合が阻害されるために生じた結

果と考えられている（PaoliejczJ.，1984)。ヒト

ＮＫ細胞のＣＤ１６抗原に対する抗体として，Leu‐

１１やLeu-11aを用いる場合には，抗体を反応さ

せる前にあらかじめ血球をＰＢＳで１～２回洗浄

する必要があり（平田，１９８７；酒井ほか，1991)，

アカゲザルにおいても全血法Ｂの手順でリンパ

球（白血球）を分離し，Leu-lla抗体を用いる場

合は，抗体反応前に血球を洗浄する必要がある。

2．比重遠心法とDextran併用比重遠心法との比

較：

比重遠心法では，リンパ球と赤血球を概ね良好

に分離できたが，個体によっては，遠心後のリン

パ球分画に赤血球が比較的多量に混入する例

(Fig.１）もあった。また我々はこれまで，比重遠

心法によってアカゲザルやカニクイザルのリンパ

球を分離する際に，リンパ球分画に赤血球が顕著

に混入することをしばしば経験している。このよ

うな場合，赤血球のリンパ球分画への混入を防ぐ

方法として，あらかじめDextranを用いて大部

分の赤血球を沈降除去した後，比重遠心操作でリ

ンパ球を分離するDextran併用比重遠心法を用

いることがある。今回得られた結果から，

Dextran併用比重遠心法は，比重遠心法に比べて

リンパ球の回収率を低下させるが,特定のサブセッ

トを損失させずに赤血球を効果的に除去できるこ

とが確認された。比重遠心操作で赤血球を除去し

きれなかった場合は，大量の赤血球がフローサイ

トメーターに流入し，解析の対象となるリンパ球

の数が相対的に少なくなるという問題がある。さ

らに，赤血球の混在したサンプルをＦＡＣＳ解析

する場合に，Scatter画面上でのゲーティングに

よりリンパ球集団を赤血球集団から分離すること

が困難となる。このような場合には，ＦＡCs解析

前に，混在した赤血球をいかに除去するかが解析

結果の信頼性の観点から重要なポイントとなる。

従って，Dextran併用比重遠心法は，リンパ球の

回収率をある程度犠牲にしてでも赤血球の混入を

防ぐ必要のある，比重の軽い幼弱な赤血球が多い

個体（特に新生児）やアカゲザルに比べて赤血球

の混入が著しいカニクイザルのリンパ球分離の際

に，赤血球の混在を防止する有効な方法であると
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考えられた。 要旨

サル類の末梢血リンパ球サブセットを解析する

際のリンパ球分離法の妥当性を明らかにする目的

で，Ficollを用いた比重遠心法，染色前後に溶血

処理をおこなう２種類の今血法，dextran処理と

比重遠心法との併用法の計４法を用いてアカゲ

ザルのリンパ球分離を行い，末梢血リンパ球サプ

セットレベル，赤血球の残存率およびリンパ球回

収率を比較した。得られた結果は以下のとおりで

ある。

１．４種の主要リンパ球サブセットレベルには

比重遠心法と溶血後に染色する全血法Ａとの間

に差は認められなかった。このことから，ヒトで

報告されている比重遠心操作の過程での特定のサ

ブセットの消失は生じないと判断され，比重

1.077の分離剤を用いた比重遠心法はアカゲザル

に適応可能と考えられる。

２．染色後に溶血処理を行う全血法ＢではＬｅｕ

ｌｌａ抗体で検出されるＣＤ１６抗原陽性細胞がほと

んど検出されなかった。原因として，染色時にlnl

漿中のIgGによるＦｃ７レセプターのブロックが

生じた可能性が考えられ，Leu-11a抗体を用いる

場合は，抗体反応前に血球を洗浄する必要がある。

３．Dextran処理と比重遠心の併用法はリンパ

球分画への赤血球の混在を効果的に防止するが，

リンパ球の回収率は低下した。しかしながら，特

定のサブセットが低下することがないことから，

アカゲザルのリンパ球分離法としては有効な方法

である。

４．ＮＨ４ｃｌを基剤とする溶血剤を用いた溶lm処

理は，蒸留水による溶血処理に比べてリンパ球ｌｌｌ１

収率が高く，安定して良好な溶血が行える処世と

判断される。

3．全血法の溶血処理の違いによる差：

全血法でのリンパ球回収率は，比重遠心法より

も高いと考えられるが，今回の結果では比重遠心

法とほぼ同程度の回収率であった。全血法におい

てリンパ球回収率が低下する原因としては，採血

からサプセット測定までに行う細胞の洗浄操作に

よる損失と溶血処理による細胞の損失が考えられ

る。そこで，蒸留水を用いた低張処理による溶血

処理法とNH4Clを基剤とした溶血剤による溶血

処理法のリンパ球回収率を比較した。その結果，

リンパ球回収率は溶血剤で溶血処理を行った場合

に高い傾向が見られ，蒸留水による低張処理の過

程でリンパ球が破壊される可能性が推測された。

ＦＡＣＳ解析を目的とした全血法における溶血処

理は，蒸留水の低張処理により行う方法よりも

ＮＨ`Clを基剤とする溶血剤を用いた方法の方が，

溶血過程でのリンパ球への影響が低く，溶血操作

も手技によりばらつくことが少ないという点で優

れていると判断できた。

最後に，今回は比重遠心法によってリンパ球が

比較的良好に分離されることが多いアカゲザルを

用いて検討を行ったが，カニクイザルにおいては，

アカゲザル以上に比重遠心による分離の困難さを

経験している。Percollの段階希釈法による検討

では，カニクイザルの場合も比重１．０７７の分画に

おいてリンパ球を穎粒球と赤血球から概ね分離で

きるが（Oguraetal.，1995)，分離結果の良否の

ばらつきはアカゲザルよりも大きい印象があった。

今後，これら非ヒト霊長類の血球の比重を動物の

性や年齢さらには病態に応じて把握するなど，よ

り詳細な検討が必要であると考えられた。
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(Summary)

Comparison of Four Lymphocyte Isolation Methods and Two Hemolysis
Methods for Immuno Flow Cytometric Analysis of Peripheral Lymphocyte
Subsets in Rhesus Monkeys (Macaca mulatta)

Go OGURA1)2), Tetsuro SUGIMOT02), Noriko NOGUCHI2),

Yoshitsugu KAWASHIMA1) and Keiji TERA03)
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Determination of peripheral lymphocyte subset

levels becomes important method for analyzing

immune function in nonhuman primates. However,

It has been well-known that the separation of

peripheral lymphocytes by density gradient

centrifuge is relatively difficult in nonhuman

primates, because the gravity of red blood cells

CRBC) varies among individuals. The purpose of

this paper is to compare the major lymphocyte

subset levels, the recovery rate of lymphocyte and

the contamination of RBC in lymphocyte fraction

among four different methods of lymphocyte

separation, Method-I: conventional density gradient

centrifuge using Ficoll, Method-2: density gradient

centrifuge after sedimentation of RBC using 5%
dextran, Method-3: whole blood method A;

hemolysis before staining lymphocyte, and Method­

4: whole blood method B; hemolysis after staining

lymphocytes. The lymphocyte recovery rate as well

as RBC contamination were also compared between

two different hemolysis methods, 1) hemolysis with

distilled water and 2) hemolysis with NIL Cl

solution. The results obtained are as follows.

I. There was no difference in lymphocyte subset

levels between Method-I and Method-3, indicating

that loss of specific lymphocyte subset(s) did not

occur during density gradient centrifuge in method­

1. The density gradient centrifugal method using

Ficoll Cd = 1.077) was able to seem to adapt for

rhesus monkeys.

II. CD I6-positive lymphocytes could not be

detected by method-4. It might be necessary to wash

cells to remove IgG in sample before staining with

anti-CD 16, Leu-lia monoclonal antibody in the

case of applying Method-4 to analyzing CD16­

positive NK cells.

III. Method-2 was effective to remove RBC from

lymphocyte fraction, but the lymphocyte recovery

rate was significantly lower as compared to Method­

1.

VI. The lymphocyte recovery rate was

significantly higher when contaminated RBC were

removed by NH. Cl solution as compared when

RBC were removed by distilled water.
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