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緒 言

生 理 的 にFcRを 有 す る血 管 内 皮 細 胞 は 胎 盤 の血 管8)

及 び肝 類 洞 内皮14)に 認 め られ て い る のみ で あ るが,そ

の他 の血 管 内皮 細 胞 もin vitroに お い て ウ ィル ス1, 19)

お よび 多 核 白血 球 抽 出 液(polymorphonuclear leuco-

cyte lysate19): lysate)に よ る障 害 でFcレ セ プ タ ー

(FcR)を 発 現 す る といわ れ て い る。1981年Ryanら

19)は
,培 養 ウ シ肺 動 脈 内 皮 細 胞 がlysateに よ る障 害

に よ りFcR活 性 を 発 現 す る と報 告 し,そ れ が 血 管 壁

へ の免 疫 複 合 体(immune complex: IC)の 沈 着 を

ひ きお こ し,血 管 炎 な ど の誘 因 に な る と考 えた 。 しか

し,FcRの 出現 が そ の他 の血 管 内皮 細 胞 に も起 こ り

うるの か,あ るい は 生 体 内 で起 こ る のか と い う問 題 は

解 決 され て い ない 。 そ こ で著 者 は,in vitroの 実 験 系

と して 培 養 ヒ ト臍 帯 静 脈 内皮 細胞 を,in vivoの 実 験

系 と して ラ ッ ト皮 膚 を 用 い,lysateに よ る血 管 内 皮

細 胞 のFcRの 発 現 に 関 してperoxidase-抗perox-

idase IgG法(PAPIgG法5, 15))に よ って 検 索 した 。

そ の結 果,培 養 臍 帯 静 脈 内 皮 細 胞 お よび ラ ッ ト皮 膚 血

管 内 皮 は,lysateに よ りFcR活 性 を 発 現 す る こ と

を 明 らか に した 。

材 料 お よ び 方 法

1. 培 養 血 管 内 皮 細 胞

培 養 血 管 内 皮 細 胞 と して初 代 ヒ ト臍 帯 静脈 内 皮 細胞

を 用 い た 。内 皮 細 胞 はJaffeら6)の 方 法 に準 じて0.1% 

collagenase (和 光 純 薬)+0.02% trypsin inhibitor 

(Miles Laboratories)に て採 取 した 。 採 取 後,micro-

coverslip上 に,37℃, 5%CO2条 件 下 に20%不 活

化 γグ ロ ブ リン不 含 ウシ 胎 児血 清 を含 むM199倍 地 を

用 い て初 代 単 層 培 養 した 。 培 地 交 換 は2日 毎 に 行 っ

た 。 内皮 細 胞 の 同定 と して,凝 固第VIII因 子 関 連 抗

原 を 酵 素 抗 体 間 接 法7)に て証 明 し た(写 真1)。 一 次 抗

体 と して 抗 ヒ ト凝 固 第VIII因 子 関 連 抗 原 ウサ ギIgG 

(DAKOPATTS)を 用 い た 。 実 験 に は 同一 臍 帯 か ら

採 取 した 培 養2日 目,10日 目,お よび20日 目 の内 皮 細

胞 を 用 い た(写 真2)。

2. PAPIgGお よ びPAPIgGF (ab')2の 調 整

抗horseradish peroxidase (HRPO)血 清 は,ウ

サ ギ を3mgず つ2回 のHRPO (RZ=3.4,東 洋 紡)

皮 下 注 射 に よ り免 疫 して得 た 。初 回 注 射 はFreund

のcomplete adjuvant (ヤ トロ ン)乳 濁 液 と し,第

2回 注 射 は 生 理 食 塩 水 溶 液 と して初 回 後4週 目に行 っ

た 。 この 抗 血 清 の45%硫 安 分 画 をDEAE-cellulose

で ゲル 濾 過 しIgG分 画 を 分 離 した 。 さ らにGreyの

方 法3)で こ のIgG分 画 を ペ プシ ン 分解 し抗HRPOF 

(ab')2を 得 た 。PAPIgGとHRPO-抗HRPOF (ab')2

[PAPIgGF (ab')2]の 調 整 はSternbergerの 方 法21)

に よ った 。PAPIgGとPAPF (ab')2の 濃 度 はHRPO

含 量 を指 標 と して,40μgHRPO/mlの リン酸 緩 衝 化

生 理食 塩 水 溶 液,pH7.3 (PBS)と した 。な お,HRPO

濃 度 は,403nmに お け る吸 光 度 係 数(0.001 OD403

は0.444μ1の 可 溶 化HRPO蛋 白質 に相 当)に よ っ

た 。

3. 熱 凝 集IgGの 調 整

ヒ ト血 清IgGは プ ール した ヒ ト血 清 をDEAE-cel-

luloseで 分 離 し9),凍 結 乾 燥 した 。 これ を20mg/ml

のPBS溶 液 と し,63℃, 20分 の加 熱 処 理 を した 。

1000gに て10分 遠 心 後,そ の 上 清 を 熱 凝 集IgGと し

た 。

4. 多 核 白血 球 抽 出液(lysate)の 調 整
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表1 多核白血球lysateに よるヒト濟帯静脈培養内皮Fcレ セプターの発現

+ :陽 性 -:陰 性HBSS: Hanks' balanced salt solution 

HRPO: horseradish peroxidase

表2 多 核 白 血 球lysateに よ る ラ ッ ト皮 膚 血 管 内 皮Fcレ セ プ タ ー の 発現

++: 強 陽 性 十: 弱 陽 性 -:陰 性 N. D.: not done 

HBSS: Hanks' balanced salt solution HRPO: horseradish peroxidase

多 核 白血 球 は ヘ パ リン加 ヒ ト新 鮮 血 液 よ り辻 の方 法

22)に準 じて 採 取 した
。Hanksのbalanced salt solu-

tion, pH7.4, 37℃ (HBSS)に て3回 洗 浄後,1回

凍 結 融 解 し4℃, 10000gに て30分 遠 心 後,そ の 上清

をlysateと した 。lysateは 多 核 白血 球108個 あ た

り400μlを 採 取 し,HBSSに て6倍 希 釈 して 直 ち

に実 験 に 供 した 。

5. 培 養 血 管 内 皮 細 胞Fcレ セ プ タ ー の検 出

内皮 細 胞 を 培 養 したcoverslipをHBSSに て3回

洗 浄 後,lysate 5μlを 室温 に て30分 反 応 さ せ た 。

HBSSで3回 洗 浄 後,冷 風 に て 乾燥 固定 した 。lysate

の対 照 とし てHBSSを 用 い た。 上 記 に 加 え て 細 胞 質

内へ の 浸透 を 高 め る た め,固 定 後PBSに 浸 し1回 凍

結 融 解 した 内皮 細胞 も用 い た 。

FcRの 検 出 に はPAPIgG法 を用 い た 。 培 養 内 皮

細 胞 をPBSに て,洗 浄 後,PAPIgGを4℃, 10分

反 応 させ た 後,0.005% H202と0.02% 3,3'-diami-

nobenzidine・4HC1 (東 京 化 成)を 含 む 液(0.05M 

Tris HCl buffer, pH7.6)と 室温 に て10分 反 応 させ

peroxidaseを 発 色 させ た(DAB反 応)。 ホ ル マ リン

固 定,水 洗 後,ヘ マ トキ シ リン液 に て10分 核 染 し,封

入 した 。

6. 培 養 系 実験 の対 照 お よび 阻 止 実 験

PAPIgGの 対 照 と してPAPF (ab')2お よびHRPO

単独と反応させた。又,FcR陽 性の阻止実験と して

熱凝集IgGに よる抑制実験2)もお こなった。

7. ラ ッ ト皮膚血管内皮Fcレ セプターの検出

実験には雄Wistar系 ラ ット(体 重250g)を 用い

た。ラット腹部皮内にそれぞれ屠殺15分,30分 お よび

60分 前にlysateお よびHBSSを30μl注 射し,瀉

血にて屠殺した。直ちに注射局所の組織を ドライアイ

スアセ トンにて凍結するとともに,10%ホ ル マリンで

固定した。凍結組織は,ク リオスタットにて10μ 切

片を作製後,直 ちに冷風にて乾燥し,さ らに室温にて

イソプロピルアルコール10秒,次 いでアセ トン10秒 の

処理を行った。PBSに て洗浄後,PAPIgGを 室温に

て30分 反応させた後,DAB反 応を室温に て30分 行

い,以 下in vitroと 同様な方法に従 った。又,抗 ヒ

トClqウ サギIgG (DAKOPATTS)に よる抑制実

験(室 温,30分)も あわせて行った。抗体は,ラ ット

血清よりClqを 精製 して23)交叉性のあることを検定

した。なお,使 用した抗血清は全てIgGを ペ プシン

分解3)して,F (ab')2分 画 として用いた。ホルマリン

固定組織か らは,パ ラフィン切片を作製し,ヘ マ トキ

シリン ・エオジン染色を行った。

結 果

1. 培養血管内皮細胞Fcレ セプタ ーの検索
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表1に 示すごとく,培 養10日 目(写 真3)お よび20

日目(写 真4)のlysate処 置後PAPIgGを 反応さ

せた内皮細胞にのみ,DAB反 応 陽性がみられた。陽

性内皮細胞は一部細胞表面に明瞭に染まる(写 真5)

が多 くは細線維状に染まった(写 真6)。HBSS処 置

後PAPIgGを 反応させたもの(写 真7),lysate処

置後PAPF (ab')2を 反応させたもの(写 真8)お よ

び培養2日 目の内皮細胞ではいずれの細胞でもDAB

反応陰性であった。固定後凍結融解 した内皮細胞でも

同様な結果であった。

このDAB反 応は熱凝集IgG 5mg/mlに て大部

分が,15mg/mlに て完全に抑制された。

2. Lysate注 射 ラット腹部皮膚の組織学的所見

Lysateを 注射した皮膚では,真 皮および皮下組織

の浮腫,血 管拡張および細静脈内における多核白血球

のmarginationが み られた。HBSS処 置 の皮膚で

は,は っきりとした炎症の所見はみ られなかった。

3. ラ ッ ト皮膚血管内皮Fcレ セプターの検索

表2に 示すごとく,lysate注 射後PAPIgGを 反応

させた皮膚にのみ,そ の真皮および皮下組織内細静脈

内皮の一部にDAB反 応 が陽性であった。

DAB反 応 は細胞表面および細胞質内に み られ た

(写真9, 10, 11)。 また,抗ClqIgGに よる抑制実験

後にもDAB反 応陽性であった。DAB反 応 陽性細胞

としてその他に多核白血球(写 真12)及 び組織球 と思

われる大単核細胞(写 真9)が み られた。

lysate注 射後PAPF (ab')2を 反応させたものでは

血管内皮および組織球はいずれ も陰性であった(写 真

12)。

考 察

血管内皮細胞のFcRに ついては生理的には胎盤の

血管8)お よび肝類洞内皮14)に その存在が知 られ,IC

の捕捉機構あるいは免疫グロブリンの輸送機構 への関

与が考えられている。その他の部位の血管内皮細胞に

ついては,い くつかの検索がなされ18, 20),存 在 しない

とされている。今回の実験ラット皮膚の血 管 内 皮 に

も,対 照群にはFcR活 性 はみられなかった。ただし

FcR活 性 の検出に用いられる方法はさまざ まで,感

度の差異 もあり,常 に対照 との比較を以て判断される

べきであろう。in vitro実 験 において内皮細胞への

PAPIgGの 結合はみられたが,PAPF (ab')2お よび

単独HRPで は全 く結合しなかった。 さらに熱凝集

IgGに よりdose-dependentにPAPIgGの 結合が

抑制されたことよりPAPIgGはIgG分 子のF

で結合したといえる。また,in vivo実 験における内

皮へのPAPIgGの 結合は抗Clqに よる抑制の起こら

ないことより,内 皮へのClqの 結合を介するもの10)

では ないと考 えられる。

今回の実験で血管内皮はin vivoお よびin vitro

いずれの系においてもlysateに よる障害でFcR活

性 を発現することが明らかになった。そのFcR活 性

は培養内皮細胞では細胞表面および細胞質内にあると

思われる細線維状物にみ られた。Ryanら はlysate

中 にあるproteaseの 作用により内皮のglycocalyx

の一部がのぞかれ,FcRが 顕在化して くる16, 17)とい

う仮説をたてた。一方,1984年Hanssonら4)は 抽出

vimentinを 用 いた研究から,障 害大動脈内皮細胞に

FcR活 性が出現するのは,も ともと内皮細胞の中間帯

フィラメン トであるvimentin filamentにIgGセ こ

対するFc結 合部位が存在し,障 害により膜の透過性

が高まりIgGが 付着すると報告 している。細線維状

にみられたFcR活 性にはこれに相当するものがある

と思われる。ただしHanssonら は障害をうけていな

い内皮細胞のvimentin filamentもFc結 合部位を

有するとしているが,今 回の実験に用いたlysate無

処置の血管内皮細胞では,凍 結融解 して浸透性を充分

高めた後にもDAB反 応 はみ られ なかった。す なわ

ち,少 なくともIC沈 着 に関しては,細 胞障害により

細胞内filamentが 何 らかの修飾をうける必要がある

と考えられる。

Ryanら はFcRの 検 出に,擦 過法にて浮遊させた

内皮細胞に感作 ヒッジ赤血球法を用いたためFcR活

性 の局在については不明確であった。今回の実験では

PAPIgG法 を用いることにより培養内皮細胞 にお け

るFcR活 性の局在を明らかにできた。

Ryanら19)は,培 養 ウシ肺動脈内皮細胞 に お い て

lysateの 障害によりFcR活 性が発現することを観察

したわけであるが,Hanssonら の実験結果や今 回 の

実験結果 とあわせて考えると,lysateに よるFcR活

性の発現はさまざまな血管内皮におこりうると考えら

れる。ラット皮内注実験においてFcR活 性が細静脈

領域の内皮にのみ見 られたのは,注 射 され たlysate

が この血管領域の内皮にのみ到達したため と思 わ れ

る。細静脈領域は炎症反応において,白 血球のmar-

ginationお よび遊出のおこる場であ り12),白 血球は

血管内においてもICを 貪食して穎粒内容を放出する

ことが観察されている13)。このような場合に,は たし

て内皮にFcRが 発現することがあるかないかは種々

の血管炎の病理発生と関連して興味のもたれるところ
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である。

FcR陽 性 内皮は培養10日 目および20日 目の内 皮 細

胞に認められ,2日 目の内皮細胞では認め られなかっ

た。その理由として考えられるのは培養初期には内皮

細胞単離時の酵素障害か らの膜の修復が不充分である

可能性,培 養初期には内皮細胞は増殖期にあり,紡 錘

形の形態をとり内皮細胞として未成熟である11)こと,

あ るいはこの時期の内皮細胞は何 らかの理由でlysate

に対 して抵抗性がある可能性などである。

以上培養 ヒト臍帯静脈内皮細胞およびラッド炭虜の

細静脈内皮は,多 核白血球lysateに よ り,Fcレ セ

プター活性を発現することをPAPIgG法 に より明ら

かにした。FcR活 性 は内皮細胞表面に発現する もの

と細胞質内に発現するものと2つ に区別された。細胞

表面のFcRは,Ryanら19)の 報告したFcRに 相当

すると考えられ,in vivoで も内皮細胞によるICの

捕捉ないし輸送機構が存在する可能性が示唆された。

一方
,細 胞質内にもICの 結 合が観察された。この現

象には,Hanssonら が報告したようにvimentinな

どが関与 していると思われ るが,凍 結融解による単純

な膜障害のみでは細胞質内への結合は起らなかった。

細胞膜の障害のみではなく,filamentに 何 らか の修

飾のあることが必要 と考えられた。

結 語

多核白血球抽出液による血管内皮細胞Fcレ セ プタ

ー発現に関してPAPIgG法 に よる検索を行い以下の

結果を得た。

1) 初代 単層培養2日 目,10日 目および20日 目のヒ ト

臍帯静脈内皮細胞に,室 温にて30分 多核白血球抽出液

を作用させることにより,培 養10日 目,20日 目の内皮

細胞は細胞表面および細胞質内にFcレ セプター活性

を発現した。しかし,培 養2日 目の内皮細胞にFcレ

セプター活性は発現しなかった。

2) ラ ッ ト腹部皮膚に30μlの 抽出液を皮内注射する

ことにより,真 皮および皮下組織の細静脈領域内皮は

Fcレ セプター活性を発現した。
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写 真 説 明

1. 培養10日 目のヒト臍帯静脈内皮細胞。凝固第VIII因 子関連抗原陽性像を示す。間接抗体法による。

(×160倍)

2. 培養5日 目のヒト臍帯静脈内皮細胞の位相差顕微鏡像。細胞は紡錘形および多角形の形態をしめす。

(×160倍)

3. 培 養10日 目の内皮細胞。lysate処 置後PAPIgGを 反応。DAB反 応陽性細胞が散在性に認め られる。

(×132倍)

4. 培養20日 目の内皮細胞。lysate処 置後PAPIgGを 反応。DAB反 応陽性細胞が散在性に認められる。

(×100倍)

5. 写真3.の 矢印の細胞の拡大像。矢じりで示すように細胞表面に強いDAB反 応 陽性像を認める。

(×2000倍)

6. 写真3.の 矢 じりの細胞の拡大像。細線維状にDAB反 応陽性像を認める。(×1320倍)

7. 培養10日 目の内皮細胞。HBSS処 置後PAPIgGを 反応。DAB反 応陽性細胞は認められない。(×132倍)
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8. 培養10日 目の内皮細胞。lysate処 置後PAPF (ab')2を 反応。DAB反 応陽性細胞は認め られない。

(×100倍)

9. ラ ッ ト腹部真皮。lysate注 射後(30分)PAPIgGを 反応。矢じりは細静脈を示す。矢印の内皮はDAB反

応陽性。組織球と思われる紡錘形細胞(＊)もDAB反 応陽性。(×536倍)

10. ラ ッ ト腹部真皮。lysate注 射後(30分) PAPIgGを 反応。矢印は細静脈の横断面を示す。内皮にDAB反

応陽性像がみられる。(×400倍)

11. ラ ッ ト腹部真皮。lysate注 射後(30分) PAPIgGを 反応。 矢印はDAB反 応陽性の毛細血管内皮の横断

像。(×1320倍)

12. ラ ッ ト腹部真皮。lysate注 射後(30分)PAPF (ab')2を 反応。血管内皮及び組織球はいずれもDAB反 応

陰性である。DAB反 応陽性細胞は内因性ペルオキシダーゼの染め出された多核白血球(＊)で ある。

(×536倍)
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