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近年各種細胞の表面抗原に特異的なモノクロ

ーナル抗体が市販され,さらにフローサイ トメ

トリー (以下 FCM と略す)のめざま しい進歩

と普及によりこれ らを用いた リンパ球サブセッ

トの解析が容易になり,各種疾患における免疫

状態の把握のために利用されてきたl～3)0

胸部疾患の中では,主にびまん性肺疾患にお

ける末梢血 や 気管支肺胞洗浄液中 の リンパ球

サブセットの 定量に 用いられ 成果が上 ってい

る4-6'｡基礎研究分野においても,各種細胞の表

面マーカーの検索,たとえばTリンパ球および

Bリンパ球の機能的サブセットの解析や幹細胞

か らの リンパ球分化過程の解析7), その他腫癌

細胞の表面マーカーの解析など8,9) 多方面に用

いられている｡

今回当研究所臨床検査部門に昭和電工社製セ

ルソーターアナライザー CS-20 (以下 CS-20

と略す)が昭和60年 3月に導入され,臨床検査

(リンパ球サブセットの解析)に供すべ く検討を

重ねてきた｡現在 日本に導入されている機種は,

基本的には同一の原理に基づいている10'が,各

施設で測定 されて得 られるヒス トグラムなどは

必ず しも同一ではな く,FCM の結果が同一の

基盤で論 じられるためにも各機種間の比較検討

が必要 と考え られる｡ 従来当研究所では リンパ

球サブセットの解析は,他施設の主に ORTHO

DIAGNOSTIC SYSTEMS 社の ORTHO

SPECTRUM III(以下 ORTHO と略す)に

よっていた｡そこで我々は CS-20とORTHO

の双方で同一の検体を測定 し,その測定値の比

較検討を行 うとともに,あわせてサ ンプルを室

温および 4oC に保存 した時の測定値の経時的

変化の観察を行 ったので,今後の基礎資料に供

するために報告する｡

実験材料および実験方法

実験には,肺疾患患者10例 と健常者のベ38例

の肘静脈より EDTA 加採血管に採血 した血液

を用いた｡抗体は表 1に示 した FITC(Fluore-

scein lsothiocyanate)で標識された ORTHO

DIAGNOSTICSYSTEMS社製のモノクロー

ナル抗体 OK シリーズを用いた｡

上記の リンパ球サブセットの測定にあたって

次の操作を行 った｡

1. EDTA加血液 3mlにPhosphatebuffered

salinepH 7.4(P石S)を 3ml加え希釈｡

2. Ficoll-P礼que (リンパ球分離用, ファルマ

シア社) 3mlに1の液 6mlを重層 し,400

Ⅹg,30分,遠心分離｡

3. リンパ球を含む層を毛細管 ピペ ットで採取

(約2×106個 とれる) し, PBS で 1回洗浄後

1.4mlの PBSで浮遊させ る｡

4, 200〝1づつ7本の試験管に分注 し,各々に

モノクローナル抗体 (OK コントロール,OKT

3,OKT4,OKT8,OKIal,OKDR)i 10FLl

(OKIalのみ 5〝1:荏)を参照)加え,残 り1

本は OKIal のコントロールとする｡混和後

40C30分間インキュベ～ トする (この間10分お

きに混和)0
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表1.各種モノクローナル抗体とその特異性

モノクローナ 反応する細胞の分布ル抗体

OK-コント
ロ- ノレ

_ヽノJLIJLU

(直接 法 ) 錆 耗

Bリンパ球
OKlal 単球
(間接 法 ) null細胞

活性化Tリンパ球

Bリンパ球
OKDR* 単球
(直接 法 ) null細胞

活性化Tリンパ球

臨 床 応 用 分 野 免琴写冒言具ン

ラ/t三三二ナル抗体のための陰性コ ,gG2a

o(Ki品 ) 壷蓋義盛 ンパ球>…喜菱 ヒ- Tリン-球の同定

oKT4 末梢Tl'ンパ球 …5g書 きノ㌧蒜揚 謀 議 芸ルパ~Tリ(直接法) 錆 錐

oKT8 悉鱈ままンパ球 喜喜磨 ヒトサプレーサー/細胞障害性T.)

…冒芽 こノ壷 i-タク言スあ嵩芸術 J=▲ソ

諺 蒜錆 還球,活性化Tリンパ球,早

90%
90% Bリンパ球,活性化Tリンパ,単球
20% 球の同定

健常者陽性率
(末梢血 リンパ球)

IgG2a 75士7%

IgG2b 45±10%

IgG2 28±8%

IgG2 10± 5%

IgG2a lOj=5%

*OKD R は OKlalと同じ分子上の異なったェピトープを識別するもので,間接法 OKlalの直接法として
昭和60年 7月22日付にて発売されたので以後はOKDRを主に用いた.

5･ 各試験管 に Lysingreagent(ORTHO 社)

2mlを加え混入 した赤血球を溶血 させ る｡

6. PBSで 2回洗浄･後 1mlの PBSに浮遊 さ

せ 4oC に保存｡

7. 関西医学検査 センターの ORTHO で測定

後当研究所の CS-20で測定｡時間差は約 1時

間である｡

結 果

1. CS-20および ORTHOでの測定値の再現

性の検討

2人の健常者の末栴血を用いて検討 した｡検

体をよ く混和 したのち 5等分 し,それぞれにつ

いて両機種で OKT3,OKT4,OKT8,OKDR

を測定 し,測定値の再現性をみた (表 2)｡

再現性の指標 には,変動係数 (CV):標準偏

差 ×100/平均を用いた｡

両機種 ともに,測定値の低 い OKDR で CV

が高めであった (CS-20: (検体 1)ll.4% ,

注)OKIalの測定は間接法で行わねばならないた

めに,更にFITC標識ヒツジ抗マウスIgGの100
倍希釈を二次抗体として 100J⊥1加え 40C30分間
インキュベ-トする｡OKIalのコントロールと

して,上記の二次抗体のみを加えたものを用いた｡

後の処理は他と同様である｡

(検体 2)6.7%,ORTHO:(検体 1)6.4%,

(検体 2)2.9%)が,OKT3,OKT4,OKT8

に関 してはすべて 5%以下の CV が得 られ,

測定値の再現性は満足すべ きものであった｡

2. CS-20および ORTHO による各サブセ ッ

ト測定値の比較

各サブセ ットの同一検体をまず ORTHO で

測定 し次 に CS-20で測定 して,測定値の相関

関係をみた (両機種での測定の時間的誤差は約

1時間であった)｡

図 1に示す ごとく, 両機種による OKT3,

OKT4,0E.T8,OKT4/OKT8値はよ く相関

し (それぞれ r>0.925), ば らつ きも少なかっ

た｡一方 OKlalおよび OKDR は (図 2),

それぞれ r-0.840,0.894とまずまず良好な相

関関係がみ られたが,測定値にややば らつ きが

み られた｡

3. 室温 および 4℃ 保存 による測定値の経時

的変化の検討

CS-20を用い,検体を室温または4oCに保存

した場合の24時間後および48時間後の測定値の

平均 (6検体を測定 した)を,採血時の測定値

の平均 と比較 した (図 3)0

検体を室温保存 した場合の経時的変化では,
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表2. CS-20,ORTHO による再現性試験
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OKT3

検体 1 8芝芋芸
OKDR

OKT3

検体 2 8芝芋芸
OKDR

C S-20

平 均 標準偏差 変動 係数

72.0 0.939 1.3(%)
49.3 2.507 5.0(%)
25･7 0.612 2.4(%)
14.5 1.647 11.4(%)
65.3 1.184 1･8(%)
35.0 0.753 2.2(%)
26.0 0.725 2.8(%)
20.3 1.353 6.7(%)

ORTHO

平 均 標準偏差 変動係数

68･1 1.251 1.8(%)
44･3 0･789 1.8(%)
25･6 0･676 2.6(%)
16･5 1･062 6.4(浴)

65.4 0.456 0.7(%)
34.0 0.888 2.6(%)
26･2 0･204 0.8(%)
23･0 0･657 2.9(%)

0

0

6

4

0
ニ
ト
∝

〇日>

0 20 40 60 80 〔%〕 0 20 40 60 80 〔%〕
X:CS-20 X:CS-20

0 20 40 60 80 〔%〕 O

X:CS-20

1 2 3 4 5

X:CS-20

図 1 リンパ球サブセ ットの ORTHO,CS-20による相関 (その 1)

A:OKT3 B:OKT4 C:OKT8 D:OKT4/OKT8

各グラフの右下の式は 1次回帰式,直線はそれによって求めた直線を示す｡

N:サンプル数 γ:相関係数 p:危険率
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図 2 リンパ球サブセットの ORTHO,CS-20による相関 (その 2)
A:OKlal l3:OKDR

各グラフの右下の式は1次回帰式,直線はそれによって求めた直線を示す｡

N:サンプル数 γ:相関係数 p:危険率
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図 3 保存温度の違いによるリンパ球サブセットの経時的変化｡

採血当日の値を100%として経時的変化を示す｡
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OKT3,OKT4が24時間後にやや低下 したが,

OKT8 は48時間後まで変化を示さなかった｡

OKDR は漸増傾向を示 し,24時間後には15.5

%,48時間後には28%の増加がみ られた｡

一万 4oC に検体を保存 して経時的変化をみ

ると,室温保存検体よりも変化は著明であった｡

すなわち,OKT3,OKT4は24時間後にはそれ

ぞれ27.5%,31.5%低下 し,48時間後にはそれ

ぞれ19%,29%の低下がみ られた｡ OKTr8 は

変化が少なかったが,それでも室温保存より低

下傾向がみとめ られたCまた OKDR は室温保

存より著明に増加 していた (24時間後43.5%,

48時間後45.5%増加)｡

考 察

同時再現性については,ORTHOによる結果

に比 して CS-20 による測定値にややばらつき

がみ られたが,このことは細胞処理などによる

ばらつき以上に CS-20の機械自体が ORTHO

のように自動化されていないところに大 きな要

因があると思われた｡

各 リンパ球サブセットの両機種による測定結

果の比較では,OKT3,OKT4,OKT8,すなわ

ちTリンパ球の測定値が良い相関を示 した｡一

方 OKlal,OKDR はばらつきが大 きかったが,

これは B リンパ球以外 の活性化 T リンパ球 や

Null細胞 とも反応するためと考え られた｡ し

か し,OKDR は OKlalよりもかなり安定 し

た結果が得 られたので,今後Bリンパ球測定に

は OKDR を使用 していくつ もりである｡

血液の保存状態(温度)の違いによる経時変化

では,helper/inducerTリンパ球細胞膜上でこ

れ らの抗体が認識するエピトープが温度によっ
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て変化を受け,抗体 との結合性が阻害,あるい

は増強する11)と言われているが,我 々が行なっ

た測定結果でも,4℃ 保存では,OKT4リンパ

球百分率の著明な低下がみ られ,OKT3,OKT

8もやや低下を示 した｡一方室温保存でも OKT

3,OKT4が24時間後にやや低下を示 し,48時

間後では,平均値は採血直後と変 らないが,検体

問の値はかなりばらつきがみ られた｡ OKDR

は室温保存,4oC 保存 とも採血時より高い百分

率を示 した｡以上のことか ら, リンパ球サブセ

ットの解析は採血直後に行 うのが最良の方法で

あるが,やむをえない場合は 37oCll', 又は室

温保存が望ましく,4oC 保存はさけた方がよい

と思われた｡

検体処理におけるFicoll分離の必要性の有無

であるが,Ficoll分離を しないで全血を使用 し

た場合は測定に要する時間が約30分間短縮され

るが,溶血操作が不充分になりやす く,また頬

粒球が含まれ,死細胞 も多 くなるため,測定に

時間がかかり,ノズルのつまりも生 じやす くな

った｡従 って Ficoll分離 した方が安定 した結果

が得 られると思われた｡

最後に CS-20とORTHOによる蛍光強度 と

細胞数のヒス トグラムの標示方法の違いについ

て述べる｡

FCM は原理的には個々の細胞の蛍光色素の

レーザ光による励起光の強度を電気信号に変換

し,その分布を示す ものである｡ ラベルされて

いないコントロール細胞 (negativecell)の場合,

細胞白身のもつ自然蛍光によるヒス トグラムが

得 られ (40mV 以下),ラベルされた細胞 (posi-

tivecell)が加わるとより強い電圧の部分にヒス

トグラムパターンが表われる｡ ただ し CS-20

蛍光強度 蛍光強度

CSl20:横軸 log表示 ORTHO:横軸 Linear表示

図 4 CS-20と ORTHO におけるヒストグラムの違い
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蛍光強度

図 5 CS-20における各種フィルターによるヒス

トグラムパターンの違い

が横軸を log表示するのに対 し,ORTHOは横

軸が Linear表示であるので,自然蛍光の程度

では ORTHO ではほとんど 0チ ャンネルに入

り,negative パター ンが表われない (図 4)｡

CS-20においては,positive蛍光の強い場合は

negativeパター ンか ら,negativeと positiveの

境界を決定すると positivecellの比率が算出さ

れるが,蛍光の弱 い 場合は negativeとpositive

のパター ンが重な り合 うため各種のフィルター

を適量使い分けることが必要 となる｡ この場合

に波長を制限す るフィルター (ロングパス510,

ロングパス515) によって Positiveパターンを

動かさずに negative パター ンを左方移動 させ,

両者の境堺を明確 にす ることがで きる｡ さらに

ロングパス520フィルターに変えると negative

パターンは 0チ ャンネルに入れることがで き,

コン トロールの値は ORTHO と同様にほとん

ど0となり陽性率のみが ヒス トグラムに表れる

(図 5)｡ ヒス トグラムにおける negative パタ

ーンの表示 は視覚的に negativecellと positive

cellの比率や,negativecellに対す る positive

cellの蛍光強度がわかることが利点であるが,

蛍光の弱い場合は境堺設定が曖昧にな りやす く,

正確な陽性率の算出のためには CS-20 におけ

るどとく ロングパス520フィルターで negative

をカ ッ トした方が簡便で実際的であると思われ

た｡

結 語

以上の比較データーか ら OKT3, OKT4,

OKT8,OKT4/OKT8および OKDR につい

ては,両機種の測定値は比較的良い相関を示 し,

従来の ORTHO のデーターとの比較などには

差 しつかえがないと思われ,臨床検査に十分利

用で きると考え られた｡ただ し CS-20 は,電

圧,サ ンプル圧,その他測定毎に調製が必要な

項 目が多 く,自動化された ORTHO に比較 し

てデーターのば らつ きが生 じやすい原因の一つ

にな っていると思われた｡また CS-20 には測

定にやや時間がかかるという欠点 もあ り,臨床

検査用アナライザーとしては劣 る面 もあるが,

Sorter機能を持つ とい う点が特徴であ り,今後

この機能を発揮 させ るよう努力 したい｡
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付

昭和60年 3月に導入 された昭和電工社製セルソーターアナライザー CS-20 に変わ り, 昭和61年6月に 同社製

AIiCAS-100が交換,導入 された｡

ABCASIOOは CS-20よりもジェッ ト流 に照射 される レーザ出力が高 くな ったことにより光学系の感FfR:が良 く

な ったために, コン トロール,OKT3,OKT4,OKT8,OKDRの各 ヒス トグラムにおけるnegative細胞 と positive

細胞の分布が明確にな った (図 1)｡

又 A】】CAS-100,0RTHO SPECTRUMⅢ による各 リンパ球サブセ ッ ト測定値の相関 (図 2),およびサ ンプ

ル測定時間 も CS-20に比べはるかに.良好で,機械操作 も簡便 にな った｡
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図 2 リンパ球サブセットのORTHO,ABCAS-100による格間
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図1.ABCAS-100におけるリンパ球サブセットの各ヒストグラム
バターン
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