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緒 言

Fc receptor (FcR)は リンパ球1～5),大 食細胞1)

6)7) ,好 中球6)8)9)な どにあ り,IgG10),変 性IgG

3)5)あ るいは免疫複合体1)2)のFc部 分 と特異的に結

合す る受容体 で,免 疫応答 あるいは貪食機 構に重要な

役割をなしてい ると想像 されてい る。

従来,こ のFcRの 研究は主に単離生細胞1～10)を対

象 として きた。単離生細胞の得が たい組織固着細胞 の

FcRの 検索 や,FcR保 有細胞 の臓器内分布をみるた

めには組織学 的な研究が必要で あ るが,FcRの 組織

学的研究の大部分 は未固定の凍結切片11～14)ないし凍

結切片 を乾燥固定 した もの15～18)による ものであ る。

このために組織細胞形態の詳細な観察 は不充分であ っ

たといわ ざるをえない。

今 回,わ れわれはよ り優れたFcRの 組織学的検索

方法 を追求す る立場 で,各 種の固定方法に対す るFcR

の耐性 をマ ウス肝を使 って吟味 した。 その結果,FcR

活性 を保存で きる数種の固定方法を見 出し,同 時にマ

ウス肝にお けるFcR保 有細胞の分布について も新 し

い知見 をえた。

検 索 材 料 な らび に方 法

6～10週 令の マウス(ICR/SLC♂)肝 を使い,FcR

の検 出はhorseradish peroxidase (HRPO)を 抗原

とす る抗原過剰域可溶性 免疫複合体(PAPIgG)を 使

う方法14)に よった。PAPIgG法 と比較 のために,従

来汎用 されてい るerythrocyte antierythrocyte IgG 

(IgG-EA)に よる凍結切片上でのEA-rosette形 成

法 も実施 した。

PAPIgGお よびPAPF(ab')2の 調製

抗HRPO血 清 はウサギ を3mgあ て2回 のHRPO

(RZ=3.4東 洋 紡)の 皮 下 注 射 に よ り免 疫 して 得 た。

初 回注 射 はFreund's complete ajuvant emulsion

とし,第2回 注射 は生 理 的 食塩 水 溶 液 と して 初 回後4

週 目に 行 った。 採 血 は第2回 注 射後7日 目に 行 った。

この抗 血 清 の33%硫 安 分 画 をSephadex G-200で ゲ

ル濾 過 しIgG分 画 を 分離 し た。 さ らにGreyの 方 法

19)で このIgG分 画 を ペ プ シ ン 分 解 し 抗HRPO F

(ab')2 (PAPF (ab'2)を 得 た。PAPIgGとHRPO

-anti HRPO F(ab')2 (PAPF(ab')2)の 調 製 は

Sternbergerの 方法20)に よ った。 抗HRPOIgGを

56℃30分 の加 熱 に よ り非 動 化 し た21)。PAPIgGと

PAPF(ab')2の 濃度 はHRPO含 量 を指標 として0.3

mg/mlのphosphate buffered saline, pH. 7.3, 

(PBS)溶 液 に し た。 な おHRPO濃 度 は403nmに

お け る吸光 度 系数(0.001 OD 403は0.444μgの

lyophilized HRPO proteinに 相 当)に よ る。

Native IgGの 調 製

非 感 作 ウサ ギ 血清 をDEAE-celluloseの カ ラ ム ・

ク ロマ トグ ラフに か けてnative IgGを 採 取 し,免 疫

電 気 泳 動 でIgG分 子 の みで あ る こ とを確 認 した。

EA-rosetteの た めのIgG-EAお よびF(ab')2-

EAの 調 製

ウサ ギ 抗 ヒツ ジ赤 血 球 血 清 をSephadex G-200で

ゲル 濾 過 しIgGとIgMを 採 り,ペ プ シン分 解 で 抗

EF(ab')2を 得 た。Tonderの 方 法15)でIgG-EA, 

IgM-EAお よびF(ab')2-EAを 調 製 し,抗 体 濃 度 は

最 小 凝 集 価 の1/2, 1, 2, 4倍 の各 々 を用 い た。

PAPIgGの 門脈 内注 入 に よ るFcR検 出

FcRの 検 出 に は,ま ず 従 来 標 準 的 に 用 い られ た生

細 胞 ない し 未 固 定細 胞 を 対 象 とす る 方 法1～10)に 準 拠

し て,未 固 定 肝 の 門脈 内にPAPIgGを 注 入 す る方 法

を と った 。 マ ウス をsodium pentobarbital (Nem-
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butal, Abott Lab', North Chicago, Illinois)麻 酔

下 で 開腹 し,heparin加PBS (4℃)で 血 管 腔 を充

分 に 洗 浄 した 後,4℃ に 保 ちな が ら3.0mlのPAPIgG

溶 液 を門 脈 内 に注 入 し た。30分 間 静 置 後,再 び充 分量

のPBSで 血管 腔 を洗 浄 した 。 この肝 組 織 片 を ドラ イ

ア イ ス ・アセ トンで 凍 結 し,ク ラ イオ ス タ ッ ト(Br-

ight Instrument co. LTD)で 薄 切 し,ス ラ イ ドグ

ラスに 拾 い 直 ちにCytokeep (isopropyl alcoholと

polyethylen glycolの 合 剤,日 本 商事)で 固定 した 。

凍 結 切 片 をPBSで 洗 浄 後,0.1M phosphate buffer 

(PB)で2.5%と したglutaraldehydeで20分 再 固 定

し た。PBSで 洗 浄 した 後,0.005% H2O2と3.3'-di-

aminobenzidine 20mg/dlを 含 む0.05M Tris HCl 

buffer, pH 7.6に5分 間浸 しperoxidase反 応(DAB

反 応)22)を 実 施 した。

固定 組 織 を用 い て のFcR検 出 の 試 み

ドラ イ ア イス ・ア セ トンで 凍 結 した 未 固定 肝 の 凍 結

切 片 をス ラ イ ドグ ラ ス(ゼ ラチ ン被 覆,25% glutaral-

dehydeで 処理 後,水 洗 乾 燥 した ス ライ ドグ ラ ス,渡

辺 慶 一氏 よ りの私 信)に 拾 い 直 ちに 固 定処 理 し た。

用 い た 固 定 方法 は以 下 の ご と くで あ る。

(i) 冷風 乾燥5分

(ii) 95%エ タ ノール4℃5分

(iii) Cytokeep室 温5分

(iv) 2% paraformaldehyde (0.1MPB溶 液,

pH 7.3) 4℃30分

(v) periodate-lysine-paraformaldehyde (PLP)

23) 4℃30分

(vi) 2.5% glutaraldehyde (0.1MPB溶 液,pH 

7.3) 4℃30分

上 記 の 各 々 に よ る固 定 切 片 に つ い てPAPIgGと の

反 応 性 をみ る 群 とEA rosette形 成 をみ る 群 に2分

した 。PAPIgGと は 湿 室 中,室 温 で30分 反 応 させ,

PBSで 洗 浄 後,再 度2.5% glutaraldehydeで20分 固

定,次 い でDAB反 応 を実 施 した。 固定 組 織 切 片 上 で

のEA-rosette形 成 はTonderの 方 法15)に よ った。

対 照 実 験 お よびcharacterization実 験

PAPIgG門 脈 内注 入 法 とPAPIgG固 定 切 片法 の

対 照 実 験 として,PAPIgGの 替 りにPAPF(ab')2お

よ び単 独HRPO溶 液 を用 い た。 ま た,IgG-EA ro-

sette法 の 対 照 にIgM-EA, F(ab')2-EAを 使 った。

PAPIgGとEA-rosette法 の双 方 に よ る固 定切 片上

のFcR検 出 に,非 感 作 ウサ ギnative IgGに よ る抑

制 実 験 を 実施 し た。 さ らにFcRの 性 格 を吟 味す る た

め に,0.02%窒 化 ソ ー ダ と0.02M ethylendiamine-

tetraacetate (EDTA)を 添加24)し たPAPIgGを

門脈 内注入法 と固定切片法に用 いた。 内因性のペルオ

キシダーゼ活性をたしか めるために,各 々の固定法 の

切片 につ きPBS洗 浄後PAPIgGを 作用 させ ること

な く直 ちにDAB反 応 を実施した。

結 果

PAPIgG注 入肝 の顕微鏡所見

褐色細顆粒状の酵素反応産物が肝類洞壁に そって認

め られた。30μ の切片 では一見反応産物 は類洞に 一致

した連続的網工 をなす 細管 として見 えた。6μ 切片で

は この細管は断続的 とな り,強 拡大 では褐色の反応産

物は明 らかに類洞構成細胞上に あった(写 真1)。 し

か し,中 心静脈近 くの類洞壁細胞には反応産物はほ と

ん ど認め られなか った。 また類洞の内腔,動 静脈の内

皮 お よび グ リソン氏鞘 に は反応産物は 見 られ なか っ

た。

PAPIgG固 定切片法の所見

(i) 乾燥固定:褐 色の不完全,寸 断状細管 を認め

たが,細 胞形態の保存が悪いためFcR保 有細胞の局

在 と詳細な細胞所見 の観察は不能であった(写 真2)。

(ii) 95%エ タノール:類 洞壁に一致 した酵素反応

産物を認 め,そ の分布 はPAPIgG門 脈注入法 と同一

である。反応産物の局在 と組織形態の観察 も可能であ

った。

(iii) Cytokeep: PAPIgG門 脈注入法に等 しい反

応産物の分布 と密度 を示 し,組 織形態保持 も良好で一

般 的なパ ラフィン包埋肝組織に近い状態 であ った(写

真3)。

(iv) paraformaldehyde:類 洞壁に一致 した 褐色

反応産物 を認め,そ の分布 も門脈内注入標本 と同 じで

あ るが,組 織形態 は不鮮明であ り反応産物の量は少な

か った(写 真4)。

(v) PLP:反 応産物の分布はCytokeepと 同様

であるが,そ の 濃度 と組織形態 の 保持状態 はCyto-

keep固 定 とparaformaldehyde固 定の中間に位置

した(写 真5)。

(vi) glutaraldehyde:類 洞壁 に 一致 した酵素反

応産物は見 られず,組 織構 成細胞の核お よび細胞質が

褐色に染ま った(写 真6)。

固定切片上EA-rosette形 成法

乾燥固定切片 では類洞を中心 として赤血球 の付着 を

認めたが一部肝細胞質上に もあ り,そ の局在 は きわめ

て不明確 であった。抗体濃度については最小凝集価の

1/2から4倍 まで赤血球の分布状態は同じであったが,
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結合数は濃度が高い ものに多い傾向 を認め,最 小凝集

価 の1/2では少数の赤血球の付着をみたにす ぎない。 エ

タノール,Cytokeepお よびparaformaldehydeで

は組織への赤血球付着は 起 らなか った。PLP固 定組

織 ではEAの みな らず 非感作赤血球 も結合 し,特 異

的なFcR活 性 は観察で きなかった。

対照実験およびcharacterization実 験

対照実験:PAPIgG門 脈内注入法 とPAPIgG固 定

切片法において,PAPIgGの 替 りにPAPF(ab')2と

HRPO単 独液 を使 った場合,す べての標本 で類洞壁

に一致 したHRPOの 反応産物は認 め られ なか った

(写真7)。glutaraldehyde固 定標本 では核 と細胞質

が褐色に染 まった。EA-rosette法 において もIgM-

EAとF(ab')2-EAはPLP固 定以外の組織切片 と結

合 し得 なか った。PLP固 定では,上 記の ごとく,非

感作赤血球 のみ で な く,F(ab')2-EAお よびIgM-

EAの いずれ も結合 しFcRと は無関係 とみな された。

抑制実験:PAPIgG溶 液中に0.1～1.0mg/mlの 割合

で非感作動物IgGを 混合 した場合,不 完全な抑制が

起 り,類 洞壁に斑点状の陽性部が残 った。 しかし,5

mg/ml以 上では完全な抑制 をみた(写 真8)。

窒化 ソーダ およびEDTAの 影響: 0.02%窒 化 ソ

ーダない し0 .02M EDTAを 添加 したPAPIgGを 使

用 した場合,注 入法 において も固定切片法において も

無添加 の もの と有意の差 はみ られなか った。 しか し,

EDTA添 加PAPIgG門 脈 内注入標本 で は,細 胞間

の解離が起 り組織は浮腫 状になった。

内因性peroxidaseの 検 討:室 温で5分 反応 させ る

DAB反 応では,い ずれの固定において も類洞壁細胞

の内因性peroxidase活 性は検 出 されなか った。30分

以上反応 させた時には,核 周 囲にDAB反 応産物を持

った類洞構成細胞が現れた。 この内因性peroxidase

保有細胞は類洞構成細胞の一部分であった。

考 察

以上,門 脈 内PAPIgG注 入 と固定切片上でのPAP

IgG結 合 とEA-rosette形 成について観察 した。PAP

IgG門 脈内注入によってPAPIgGは 類洞構成細胞の

大部分に結合 したが,PAPF(ab')2お よび単独HRPO

はいずれ も全 く結合 しなか った。 この事実 とClqを

含む補体成分を 非動化 した21)AntiHRPOIgGを 使

ってPAPIgGを 調製 してい ることか ら,PAPIgGは

IgG分 子のFc部 分で細胞 と結合 した といえ る。 さ ら

に この反応が窒化 ソーダあ るいはEDTAの 影響 を受

けない こと もFcRを 介す るものとして矛盾す る もの

で は ない24～26)。

エ タ ノール,Cytokeep, paraformaldehydeお よ

びPLPに よ る 各 固 定切 片 上 の分 布 は,PAPIgG門

脈 内注 入 法 に よ って観 察 で きた 肝 内FcRの 分 布 と同

一 で あ った。 す な わ ち,PAPIgG門 脈 内注 入標 本 に

お い て も固 定切 片 法 に お い て も,PAPIgGが 類洞 壁

に 結合 し,し か も中心 静 脈 近 くで は反 応 が 弱 く,動 静

脈 内皮 細 胞 お よび グ リソ ン氏 鞘 要 素 とは反 応 しな い点

で 同 一 の分 布 で あ った 。した が って,glutaraldehyde

を除 く これ ら各 固 定 切片 上 で 肝 のFcR保 有 細 胞 は過

不 足 な しに 検 出 され た と 言 って よい で あ ろ う。 さ ら

にPAPIgG門 脈 内 注 入法 に お け る と 同 じ くPAPF

(ab')2お よ び 単 独HRPOは 固 定細 胞 と 反 応 せ ず,

PAPIgGの 組 織 との 結合 は高 濃 度native IgGに よ

り抑 制 され,前 述 の ご と く,窒 化 ソー ダ お よ びEDTA

の 影 響 を受 けな か った。 これ らの 事 実 は固 定 切 片 上へ

のPAPIgGの 結 合 がFcRを 介 す る反 応 であ る こ と

を推 論 させ る。 つ ぎに本 実 験 で用 い られ たPAPIgG

が 組 織 中 のClqと 結合 し た可 能 性 が 問題 に な る7)16)

18)26)27) 。 しか し,こ のPAPIgGと 組 織 中 のClq

の 問題 はす で にMatreら に よ って 吟味 され て い る

28) 。 彼 らは 抗 ヒ トClqで 組 織Clqの 反応 性 を阻 止

した 乾 燥 固 定 ヒ ト胎 盤 凍 結 切 片 で もPAPIgGは 充

分 に 反応 し た こ とを報 告 して い る。 われ わ れ もIgGの

Fc部 分 とClqの 結 合 を 抑 制 す るmonodextran 

sulfate38)を 使 い,PAPIgGと 固 定 組 織 の反 応 に は

Clqは 関 与 し てい ない こ とを確 め てい る39)。 以 上 の

考 察 か ら,わ れ わ れ の設 定 した 条 件下 で エ タ ノー ル,

Cytokeep, paraformaldehydeお よびPLPの 各 固定

剤 に 肝 類洞 のFcRは 一 応 の 耐 性 を示 す と言 い う る。

FcRの 組 織 学 的検 索 に 固定 組 織 を 使 用 す る 試 み は

Tonder一 派 に よ って,EA-rosette法 を使 って検 討

され て い る。 その 結 果,ヒ ト脾,リ ンパ 節 は4%以 上

のformaldehyde 10分 処 理 で失 活 し,肝 は16%ま で

耐 え る こ と25),さ らに ヒ ト悪 性 腫瘍 はether, me-

thanol, ethanolお よびphenol処 理 で 失活 し,4% 

formaldehydeで は 一 定 の 結 果が 得 られ なか った こ

と29)を 報 告 してい る。 しか し,Matreら は ヒ ト胎 盤

のFcRをEA-rosette法 で検 出す る場 合,formal-

dehyde処 理 で 完 全 にEA-rosette形 成 が 抑 制 され

る16)が,PAPIgG法 では1% paraformaldehyde

処 理1時 間 まで活 性 が 残 った こ と28)を 報 告 して い る。

わ れ われ もPAPIgGと 同 一 条 件 で エ タ ノ ール,Cy-

tokeep, paraformaldehydeお よびPLPで 処 理 し

た 凍結 切 片 にEA-rosette法 を実施 し たが,FcR活
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性 を検 出す ることが で きなか った。 以上 よ りEA-ro-

sette法 でFcRを 検 出す る場 合,肝 以外の組織は固

定剤で完全に失活するかあ るいは短時間の うちに その

活性 は劣化す るといえ る。比較的固定に耐える肝組織

も,Tonderら に よればEA-rosetteの 結果 は安定 し

た ものでない25)29)。 このPAPIgGとEA-rosette

法 の相反す る結果の真の原 因は定 かではないが,EA

はPAPIgGの 数百倍の大 きさが あ る20)た めにro-

setteを 形成す るにはよ り強い結合を 必要 とす るか,

あ るい はEAとPAPIgGで はFcRと の親和力に

差があ るのかのいずれかであろ う。乾燥固定凍結切片

EA-rosette法 では最小凝集価の1/2量では反応 は充分

でな く,最 小凝集価ないしその4倍 量の抗体を要 し,

抗体濃度 の上昇 とと もに付着赤血球の増加す る傾 向を

認めた。 す なわち1個 のEAの 細胞表面への 付着は

い くつかのFcRとIgGの 結合に よってはじめて強

固にな るもの と想像 され る。乾燥固定ない しその他の

固定処理によ ってFcRの 細胞膜内移動が阻害 され赤

血球表面 のIgGと 結合す るFcR数 が限定 され るか,

あ るいはFcRのIgGと の結合力が低下す る ことに

よってEA-rosette形 成能が 劣化す る可能性 を考え

たい。

肝類洞 を構成す る細胞 としては,内 皮細胞,Kup-

ffer星 細胞,脂 肪摂取細胞(伊 藤細胞)に 加 うるに

pit cellが あげ られてい る30)。 この うちKupffer細

胞 がFcRを 持つ ことは分離細胞 を使 った多 くの報告

31～33)からも明 らかである。 ラ ット肝では類 洞構成細

胞 の20～40%がKupffer細 胞 で あ る34～36)といわ

れ,わ れわれが観察したマウス肝において も,内 因性

peroxidase保 有細胞 をKupffer細 胞 とみた33)37)

場合,Kupffer細 胞 は 続報す る ごとく類洞構成細胞

のほぼ36%で あ る。 一方,類 洞のFcRの 分布が ほぼ

連 続的であ ることか らみて,類 洞にはKupffer細 胞

以 外 にFcRを 保 有す る細 胞 が 存 在す る可 能 性 が強 く

示 唆 され るが,こ の よ うな 報 告 は ま だ見 当 らな い。 内

皮 細 胞 がFcRを 持 つ 可 能性 に つい て は 続 報 に おい て

詳細 に検 討 す る。

結 語

Fc receptor (FcR)の 組 織 学 的 局在 を 明確 に で き

る方 法 を 追求 す る 立 場 で,FcRの 各 種 組 織 固 定 方 法

に対 す る耐 性 を吟 味 した。 対 象 組 織 をマ ウス肝 と し,

FcR検 出方 法 はperoxidase-antiperoxidase IgG 

(PAPIgG)法 に よ った。 その 成 績 は 次 の通 りで あ る。

1. マ ウ ス肝 で はKupffer細 胞 を 含む 類 洞 壁 に 多

数 のFcR保 有 細胞 が あ った 。

2. このFcRは エ タ ノール とCytokeepの それ ぞ

れ に強 い 耐 性 を示 した。 アル デ ハ イ ド系 固定 剤 に お い

て は,paraformaldehydeお よ びparaformaldehy-

de-lysyne-periodate (PLP)に 若 干 の耐 性 を示 した が,

glutaraldehydeに は耐 性 はな か った 。

3. FcRの 特 異性 をPAP(ab')2と 単独peroxidase

を使 っ た 対 照 実 験 とnative IgGに よ る 抑 制 実 験 に

よ って検 討 し た 結 果,固 定 切 片 上 で 検 出 され るFcR

は そ の特 異 性 を保 ってい た。

4. PAPIgGを 門 脈 内 に注 入 し,in situで 予 め

FcRとPAPIgGを 反 応 させ た標 本 で観 察 され るFcR

の 分 布 と固 定 切 片 上 で検 出 され るFcRの 分 布 が 同 じ

で あ った こと よ り,固 定 切 片 上 で もFcRを 保 有 す る細

胞 は過 不 足 な く検 出 され た とい い う る。

5. erythrocyte antierythrocyte (EA) rosette

法 とPAPIgG法 の対 比 に お い て,EA-rosette法 で

は 乾 燥 固定 を除 くい ず れ の固 定 法 で も特 異 的FcR活

性 は検 出で きな か った。

※ 本 研 究 の 一 部 は文 部 省 科 学 研 究 費(課 題 番 号3571

26)の 補 助 に よ る。
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写 真 説 明

1. PAPIgGを 門 脈 内 注 入 し た 肝 のCytokeep固 定 凍 結 切 片 に ベ ンチ ジ ン 反 応 を 施 した もの;褐 色 顆 粒 状 の

HRPO反 応 産 物 を類 洞壁 に み と め る。6μ,メ チ レ ン ブル ー 後染,×500

2. 凍 結 切 片 を乾 燥 固定 し,PAPIgG処 理 後 ベ ンチ ジ ン反 応;HRPO反 応 産 物 は少 な く,類 洞 構造 は断 片 的 で

あ る。 核 お よ び細 胞 質 の 空 胞 化 もあ る。6μ,メ チ レン ブル ー後 染,×250

3. Cytokeep固 定 凍 結 切 片,PAPIgG処 理 後 ベ ンチ ジ ン 反 応;類 洞 に一 致 した 褐 色 細 管 状 のHRPO反 応 産

物 をみ とめ る。30μ, ×220

4. 凍 結 切 片 をparaformaldehydeで 固 定 し,PAPIgG処 理 後 ベ ンチ ジ ン反 応; Cytokeep固 定(Fig 3)と

同 じ く,HRPO反 応 産 物 は細 管 状 に 分 布す るが,そ の 濃 度 は低 く不 鮮 明 で あ る。30μ, ×250

5. 凍 結 切 片 をPLPで 固 定 し,PAPIgG処 理 後 ベ ンチ ジ ン反応; Cytokeep固 定(Fig 3)に 類 似 した 細 管

状 構 造 をみ とめ るが,そ の 像 は 不鮮 明 で あ る。30μ, ×250

6. 凍 結 切 片 をglutaraldehyde固 定 し,PAPIgG処 理 後 ベ ンチ ジ ン反応;核 は褐 色 に 染 り,細 胞 質 も褐 色 顆

粒 状 を呈す るが,類 洞 壁 に 一 致 したHRPO反 応 産 物 は ない 。30μ, ×250

7. Cytokeep固 定 凍 結 切 片,PAPF(ab')2処 理 後 ベ ンチ ジン反 応30分;類 洞 に は細 管 状 のHRPO反 応 産 物 を

み とめ ない が,内 因 性peroxidaseの 褐 色 反応 物 をみ とめ る。 な お,中 心 静 脈 内 の反 応 産 物 塊 は赤 血 球 であ る。

6μ, ×250

8. Cytokeep固 定 凍 結切 片,0.5mg/mlのnative rabbit IgGを 含 むPAPIgGで 処 理 後 ベ ンチ ジ ン反 応;褐

色 細 管状 物 をみ とめ ず,わ ず か な 褐 色 点 状 のHRPO反 応 物 をみ とめ るに す ぎな い。native IgGに よ る不 完

全抑 制 を意 味 す る。6μ, ×250
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Fc receptorの 組 織 学 的 証 方法 の 検 討,マ ウ ス肝 を対 象 と して
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