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緒 言

今 日,細 胞性免疫の研究の発展は著 しいもの

があり,こ れらは主に リンパ球 を中心 として進

められてきた.し かし近年では ヒ ト免疫応答に

おける単球,マ クロファージの役割につ いても

注目されるようになった.従 って特にIn vitro

における単球の研究にはヒ ト末梢血か ら純粋に,

そ して多量の単球 を得 る為 の分離方法が必要 と

なった.さ らに リンパ球系の免疫応答 と区別 し

て考える為 に単球 とリンパ球の鑑別 を明瞭にす

る必要 も生 じてきた.従 来単球 の分離方法 とし

てはガラス板吸着法1). 2)比 重遠沈法3)～9)な

どの報告がみ られ るが,い つれの方法 も単球の

純粋度,回 収率, viabilityな ど必ず しも満足す

べきもの とはいえない.著 者は操作が簡便 で単

球に対する障害性の少い比重遠沈法による分離

方法について検討 を加えたので報告す る.

材 料 及 び 方 法

白血球浮遊液:健 康 人静脈血 よりヘパ リン加

血10meを 加 えて室温に40分 間静置 し, 6%デ キ

ス トラン1.0meを 加 えて室温に40分 間静置して

白血球層 を取 り, 280g, 10分 間遠沈後沈査に

10%ウ シ胎児血清(FCS)加TC-199 1.0謡 中

に細胞を再浮遊させた.

アルブ ミン重層液比重遠沈法:35%ウ シアル

ブ ミン液(Miles社)にPH 7.4リ ン酸緩衝生食

液(PBS)を 加 えて各種濃度液 を調製 した.な

お35%ウ シ アルプ ミン液の比重は17℃ で1.083

で あ った.各 濃度のアルブ ミン液1.0mEを 直径

8mm,長 さ100mmの ガ ラス試験管に三層に静か

に重層し,そ の最上部にFCS加TC-199液 中に

浮遊 させた白血球浮遊液1.0mlを 重 層した.種

々の条件の遠沈加速度,遠 沈時間にて分離した

のちには図1の 如 く,上 段か らI, II, III, IV

図1.ア ルヅミン重層液 と細胞採取分画

の4つ の分画に分けて採取 した.各 分画採取後

にFCS加TC-199液 を加 えて遠沈 し,沈 査に

FCS加TC-199液0.2謡 を加えて細胞 を浮遊 し,

細胞数を計測す ると共にスライ ドグラスに塗抹

してMay-Giemsa染 色 し, 300個 以上の細胞につ

いて分類 した.細 胞数に単球百分率 を乗 じて単

球絶対数 を求め,遠 沈分離前の白血球浮遊液中

の単球数 と比較 して.単 球の回収率 を計算 した.

各種遠沈条件の検討においては,健 康人3人 の

末梢血を1組 の実験単位 とし,数 値 は3検 体の

平均値 で表わした.ま た細胞数はいつれ も末梢
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血10mlよ り分離された絶対数 で表わした.

至適 な単球分離の条件 を検討する為に, 20℃

に て28-32-35%, 30-32.5-35%. 32-33.5-35%の

各 アルブ ミン濃度重層液. 280g, 400g, 490g

の遠 沈加速度. 40分, 50分, 60分 の遠沈時間の

諸条件の組合せにつ いて検討 した.

二段 階比重沈法:ヘ パ リン加静脈血 を66.8%

 Conray 400(第 一 製薬)5容.蒸 溜水5容, 9

%Ficoll 400 (Pharmacia Fine Chemica1社)

溶 液24容 の混合液に重層 し, 280g, 30分 間遠沈

したの ち中間層の リンパ球層 を分離除去 したの

ち,残 りの細胞 を1.0me FCS加TC-199液 に浮遊

し, 28-32-35%ア ル ブ ミン重層液上に重層 し

400g, 40分 間 遠沈 した.各 分画について前述の

方法で細胞数 と単球百分率 を求めた.

Ficoll-Hypaque比 重遠沈法: Synderman, R

ら10)の 方法に準 じた. 9%Fico1124容 とso-

dium Metrazoate Solution (Nyegaard社) 10

容 の混合液に等量の健康人ヘパ リン加静脈血 を

重層し20℃ にて400g, 35分 間遠沈 し中間層に集

まる細胞を採取 した.細 胞数を算出す ると共に

塗抹標本を作製 し, May-Giemsa染 色 及びPe

roxidase (Mc Junkin社)とMay-Giemsaの

重 染色 を行 い, 300個 以 上の細胞について分類 し

単球百分率 を求めた.残 りの細胞は10%FCS

加TC-199中 に単球数3.5×105/meに 調製浮遊 し,

貧 食反応用に供 した.

Zymosan貧 食 反応:新 鮮 ヒト血清1.0mkにZy

mosanA(Sigma社)0.5mgを 加 えて37℃, 45分

間反応 させ たのち遠沈洗條後PRMI-1640 3.0

ml中 に再浮遊 させた. Ficoll-Hypaque比 重 遠

沈法にて分離 した単球 浮遊液 とZymosan浮 遊

液とを等量混合 しlOOgに て3分 間遠沈 したのち,

 37℃ に て20分 間 反応 させ た.細 胞 を再浮遊 して,

その一滴 をスライ ドグラスに とり,カ バーグラ

スをかけパ ラフィンにて包埋 し, 1000倍 位相差

顕微鏡にて細胞300個 以 上 をかぞえ, Zymosan

粒子 を負食している細胞の百分率 を求めた.

成 績

遠沈加速度 を400g,遠 沈 時間 を40分 間 とし,

各種組合せのアルブ ミン重層液につ いて検討 し

た(図2).ア ルブ ミン濃度28-32-35%, 30-

図2　 アルブミン重層液比重遠沈法による単球の

分離:ア ルブミン濃度による影響

32.5.35%重 層 液では単球はIII層に それぞれ26

%, 22.5%と 最 も高率 に集 り,そ の絶対数は3.5

×105, 2.9×105/末 梢血10酩 であった. 32-33.5

-35%重 層液ではII層 に25 .4%, III層に27.7%に

集 った.こ の ことか ら遠沈加速度が400gで あ

れば単球は32%か ら33.5%ア ルブ ミン層に集 る

ことがわかった.

28-32-35%ア ル ブ ミン重着液にて遠心時間 を

40分 として遠沈加速度(g)に よ る影響 を検討

した(図3).280gで は 単球は全層にわたって

図3　 ア ルブ ミン重 層 液遠 心 法 に よ る単 球 の 分

分 離:遠 心加 速 度 の 影響

4.5～8.6%存 在 し た.400gで はII層 に30.5%,

 III層 に31.8%と 広 い 幅 の ピー ク ろ 認 め た. 490g

で はIII層 に33.6%と 単 一 の ピー ク を認 め た.単
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球 絶対数 は490gに て分離 したIII層が最 も多く

平均3.7×105で あった.

28-32-35%ア ル ブ ミン重層液を使用 し,遠 沈

加速度 を490gと して遠沈時間の影響 をみ た

(図4). 第III層における単球の百分6ま40分

図4　 アルブミン重層液遠心法による単球の分離:

遠心時間の影響

で25.0%. 50分 で29.5%, 60分 で54.0%と 遠沈

時間が増加するに従 って高率 となった. 60分 間

遠沈後III層に集 る単球 の絶対数は平均7.0×105

と最 も多かった.

6例 の健康 人の末梢血 をアルブ ミン重層液に

て490g, 60分 間遠沈 し. Iか らIV層 までに分

割採取 し各層の細胞構成 をみた(図5).第 一

層には全細胞数の0.3%が 集 り,そ の95.0%は リ

ンパ球 で,単 球は5.0%で あ った.第 二層は全細

胞の2.0%が 集 り, 86.5%が り ンパ球 で単球 は

11.0%で あ った.第III層 は全体の5.0%の 細 胞

が集 り,単 球が54.0%と 最 も高率 となり,リ ン

パ球39 .2%,好 中球5.9%で あ った.全 体の細胞

数の92.6%は 第IV層 に あつ まり,そ の うち好中

球は67.8%と 最 高率であ り,リ ンパ球25.1%,

単球3.8%,好 酸 球 と好塩基球 が3,5%で あ った.

単球の絶対数はIV層 に最 も多 く集るが, IV層 中

に しめる単球の割合は4%と 極めて低率 である.

単球の純度が最 も高 く絶対数 も比較的多いのは

III層で,純 度は54%,絶 対数 は7.0×105で あっ

た. III層へ の単球の回収率は13.1～39.2%(平

均22.0%)で あ った.

図5　 アルブミン重層液比重遠沈法にて分離した

各層の細胞構成

図6　 二段階法にて分離した各層の細胞構成
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6例 の健康 人の末梢血を二段階比重遠沈法に

て分離 し各層の細胞構成を検討 した(図6).

第I層 にはConray-Ficoll比 重 遠沈法 で分離 し

えた全細胞数の0.06%し か 細胞はな く,その98.1

%は リンパ球であった.第II層 は全細胞の1.0

%が 集 り,単 球が76.0%と 最 高率 を示 し,リ ン

パ球が22 .6%,好 中球が1.2%で あ った.第III層

は 全細胞の4.2%が 集 り,単 球38.5%,好 中球

36.5%,リ ンパ球23.1%,好 酸球 と好塩基球2.2

%で あ った.全 体の細胞の94.8%は 第IV層 に集

り,そ の うち好中球が85.6%と 圧 倒的に多く.

リンパ球8.6%,単 球2.7%,好 酸 球 と好塩基球

2.4%で あ った.単 球の絶対数はIV層 が最 も多い

が,し か し.純 度は2.4%と 低率 であった. II層

においては単球数は2.0×105と 少いが純度は

76.0%と これまでの分離方法では最高であった.

第II層 に おける単球の回収率は2.3～7.9%(平

均4.5%)で あ った.な お前述のいつれの方法に

おいて もTrypan blue染 色に よるviabilityは

92%以 上 であった.

健康 人24例 の 末梢血をFicoll-Hlypaque比 重

遠沈法にて分画採取 された単核球層の細胞構成

は リンパ球が最 も多 く79.0±7.0%(平 均 ±標準

偏差)で,単 球 は18.9±7.5%,好 中球は2.2±

2.6%,好 酸球 と好塩基球は0%で あった.単 球

の回収率は73.0%で あ った.本 法にて分離 した

単核球 層中の単球 の同定 を3つ の方法において

行った(表I). May-Giemsa染 色法のみでは

前述の如 く単球は18.9±7.5%で, Peroxidase

とMay-Giemsaの 重 染色法では19.8±6.2%,

 Zymosan粒 子 を貧食 した細胞は18.1±7.5%で

あ った.各 方法の単球 百分率 の間には推計学上

有意の差は認め られなかった.

考 案

末梢血液中か ら単球 を純粋に分離す る方法は

今までにガラス板 付着法1), 2)Ficoll-Hypaque

比 重遠沈法3),4),9)ウ シアルブ ミン溶液比重遠

沈法5),6),7)蔗 糖 勾配遠沈法8)あ るいは鉄 を食

食させたのち比重遠沈 を行 う方法な どが報告 さ

れている.

ガ ラス板吸着法は回収率の悪 さ,付 着 した細

胞を剥離す る為の細胞の損傷,培 養条件に よる

表1　 Ficoll-Hipozue比 重遠沈にて分面採取された

細胞層中単球百分率:各 種検査法による.

平均値 標準偏差

検体数24例

付着細胞中の単球の純度の低下2,)β-リ ンパ球

の付着,さ らに抗原に感作 された単球 はもはや

ガラスに付着 しなくなる11),12)こ となどの問

題点が多 く,本 法にて分離された単球 の機能 を

もってその個体の単球機能全体を論ずることは

危険であろう.

鉄 貧食法は一度貧食されたのちに分離する為

に,単 核球層か ら単球 を除 く方法 としては良い

が,集 め た単球 を機能検査の為に使用す るこ と

は不適である.

比 重遠沈法は手技が簡単 なこと,単 球への直

接的損傷の少いことか ら,単 球分離には良い方

法 と考え られる.

Boyum, A.3)はFicoll-Hypaque比 重遠沈法に

て ヒト末梢血 より21%の 単球 と77%の リンパ球

とか らなる単核球層 を分離 している.し か し.

 Synderman. R10)を は じめFicoll-Hypaque比

重遠沈法では これ以上の純度の単球の分離に成

功 していない. Bennett, W. Eら7)は アルブ ミン

に よる比重遠沈法にてウシの末梢血よ り高純度

な単球層 を分離 してお1), Huber, H.ら6)は 本

法に準 じてヒ ト末梢血 より59%の 純度の単球層

の分離 を報告 している. Holm, G.ら5)も ウ シ

アルブ ミン液の比重遠沈法にて約70%以 上 の単

球層 を得た としている.し か し,こ のHuber,

 H.ら とHolm, G.ら の両者の方法 を詳細に検討

してみる と,ウ シアルブ ミン濃度 は28%, 27%

とほ ぼ同 じであるに もかかわらず,遠 沈加速度

はそれぞれ2400g, 400gと あ まりにもかけ離れてい

るのに気付 く.著 者はこの両方法 ともに追試 した

が報告 された成績 とはほど遠い結果 しか得 られ

なか った.そ の原因としては使用 したウシアル

プ ミン液の違いによるものか もしれないが,そ

れぞれの濃度液の比重につ いての記載がないの

で比較す るこ とは出来なかった.

Loos, Hら4)は 三 種類の違ったFicoll-Hypa-
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que溶 液 を重層す る方法で単球 の純度が75±2

%と 非常に良好な成績 を報告 している.著 者の

追試ではLoos. Hら のI液, II液 を調製するも,

比重は論文 中に記載されている結果 とは異な り,

分離には失敗 した.な おFicol1-Hypaque溶 液 中

ではリンパ球 をは じめ単核球が凝集塊 をつ くる

ことがわか り.本 法に よる単球の分離 を困難に

させた一因と考えられた.

以上著者は今 日まで文献上に見 られ た方法に

ついて追試 したが満足すべ き成績がえられなか

った.そ こでこれ らの報告 を参考に して細胞毒

性のないウシアルブ ミン液 を使用 し,か つ従来

の成績 で単球の比重は リンパ球 より重 く,好 中

球より軽いことがわか っていたので,三 種類の

濃度の液を重層して遠沈す るこ とを考 え,今 回

遠沈条件について検討 を加 えた.

まず単球の比重 を決めるために. 28%, 30%,

 32%, 33.5%, 35%の ア ルブ ミン溶液 を作製 し.

 3組 づつ組合せ た重層液にて検討 した.単 球純粋

度は30-32.5-35%重 層 液にてIII層 に22.5%, 28-

32-35%重 層液にて同じIII層に26.5%の ピー クを

なした. 32-33.5-35%重 層 液 ではII層 に25.4%,

 III層に27.7%の 幅 広いピー クがみ られた.し た

がって単球百分率 は最高であったが,絶 対数に

おいては28-32-35%重 層 液の3.5×105/末 梢 血10

mlが 最 も多かったので以後の実験は28-32-35%

ア ルブ ミン重層液 を使用 した.

28-32-35%ア ルブ ミン重層液を使用 し,遠 沈

時間を40分 として遠沈加速度の影響 をしらべた.

遠沈加速度が増加す るに従 って. III層に おける

単球の百分率が上昇 してピー クが急峻 となった.

 490gに てIII層の単球 の百分率は33.6%,絶 対数

3.7×105と な り,最 も良い条件 であることがわ

かった.

遠沈時間の影響 を検討す る為に, 28-32-35%

アルブ ミン重層液にて490g, 60分 間遠沈にて,

健康人末梢血6例 について各層に集る細胞の絶

対数 と細胞構成について検討 した.単 球の純粋

度 をみるとI層 は平均1.1%, II層11.0%, III層

は54.0%.N層 は3.8%で あ った.純 粋度では

nl層 が最 も多かったが,絶 対数はIII層で7.1×105

とIV層 の9.1×105と 比 較 して少なか った.し か

か しIV層 における単球 の純粋度は3.8%と 非 常

に悪かった.今 回の著者の目的は単球 をよ り純

粋に,更 に多量に集め ることであるので, III層

を採取 し以後の実験 に供 した.従 って単球の回

収率は平均22%と あ まり良好 とは言えなか った.

比 重遠沈法で細胞 を分離する場合,好 中球 と

単核球層を分離することは容易である.し か し

単球 とリンパ球 を分離するのが大へん困難であ

ることがわかった.そ こでリンパ球の混入 を防

ぐため,ま ずFicoll-Hypaque比 重 遠沈法にて

あらか じめ リンパ球層であ る中間層 を分離除去

したのち,残 りの細胞を28-32-35%ア ルブ ミン

重層液にて400g. 40分 間遠沈分離 した.本 法に

て得 られた細胞構成は図6の 如 くであ り, II層

における単球の純粋度は平均76%と 高率であっ

た.

しか し絶対数は2.0×105と 少 く, III層, IV層 へ

の単球 の移動が 多く,回 収率は平均4.5%に す

ぎなかった.

単球 の比重は好中球 よ りも軽 く,リ ンパ球 よ

りも重いので3層 のアルブ ミン液を重層す るこ

とにより,上 層に リンパ球 を,下 層に好中球 を,

中間層に単球 を集め るべ く検討 を加 えた.し か

し単球 の中には リンパ球の比重 と共通の比重を

もつpopulationが 存 在す るこ とが今 回の成績

から窺 われ,比 重のみにて両細胞を分離す るこ

とが困難であることが判 った.

日常診療において単球 とリンパ球 を塗抹標本

にて形態学的に鑑別することの困難な場合が多

々ある.も し単球 とは貧食する機能 を有す る単

核球であると定義すれば,末 梢血においては塗

抹標本にて同定 され る単球百分率の約2倍 の高

率 に存在す るのであろうとい う報告13)も あ る.

そ こで著者は健康 人24例 について,比 較的手技

が簡単で単球 を多く含む単核球層が得 られ る

Synderman, R. 10)ら の方法にて得 た単核球に

おいて,形 態学的,細 胞組織化学的.機 能的検

出法にて単球の百分率 を求めた.即 ちMay-Gi

emsa染 色にては平均18.7%, Peroxidase穎 粒

を胞体に有する単核球 をMay-Giemsa染 色にて

馬蹄形で繊細な核 を有 し,明 らかに単球 と思わ

れる細胞は19.8%.そ してZymosan粒 子 を貧

食している細胞は18.1%で あ った.以 上3種 類

の方法ではPeroxidaseとMay-Giemsa重 染 色
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による方法が最 も高率 であったが,各 方法にお

ける単球 百分率 には推計 学上 有意 の差 は認め

なかった.こ のことはZucker-Franklin. Dら

の成績 とはか なり違ったものであったが貪食さ

さた粒子がZymosanに 比 してLatexと い う比

較的小さな粒子であったことによるのか もしれ

ない.

健 康人においては,貪 食能によって単球 をリ

ンパ球 と鑑別する場合 と,塗 抹標本による場合

との間に有意の差は認めなか ったが,癌 などあ

る種 の疾 患においては両方 法におけ る単 球百

分率 に大 きな差 が認め られ た.即 ち塗抹 標本

による単球百分率 よりも負食細胞百分率が有意

に低率 であった.こ のことは単球の貧食能の低

下 を意味 してお り,こ の ような疾患々者におい

ては貧食能の有無は必ず しもリンパ球 と単球の

鑑別の決め手にはならないことが判明 した.

結 論

牛アルブ ミンを使用 した比重遠沈法によリヒ

ト末梢血単球 を純粋に,そ して大量 に得る方法

について検討 した.

1)ア ル ブ ミン重層液 を28-32-35%,遠 沈加

速度490g,遠 沈 時間60分 の 条件が最 も良 く,第

III層に単球純粋度で54%,単 球 絶対数で7.0×

105,単 球 回収率 では22.0%で あ った.

2)Conray-Ficoll比 重 遠 沈法で リンパ球 を除

いた後の細胞について同様 に検討 した結果は,

ア ルブ ミン重層液28-32-35%,遠 沈加速度400g,

遠 沈 時間40分 で最 も良 く,第II層 に 単球純粋度

で76.0%,単 球 絶対数で2.0×105.単 球 回収率

で4.5%で あ った.

3)単 球 の比重は好中球 よりも軽 く,リ ンパ

球 よりも重いので3層 のアルブ ミン液を重層す

ることにより,上 層に リンパ球 を,下 層に好中

球 を,中 間層に単球 を集め るべ く検討 を加 えた

が,単 球には リンパ球の比重 と共通の比重 をも

つpopulationが 存在することが窺れ,比 重のみ

にて単球 を分離することが 困難であることが判

った.
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Isolation of monocytes in human peripheral blood 

Part 1 by discontinuous density gradient 
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The isolation of monocytes in human peripheral blood by discontinuous density gradients 

was studied. Discontinuous density gradients were obtained by successive layering of bovine 

serum albumins into three layers in 10ml glass tubes. Buffy coat cells were layered on top of 

a gradient and centrifuged under various conditions of centrifugation. Optimal isolation was 

achieved by centrifugation on a three layer of 35-32-28% bovine serum albumin at 490g 

for 60 minutes. The purity, yield and recovery of monocytes at the interface between 35% 

and 32% bovine serum albumin were 54.0%, 7.0•~105 and 22.0% respectively.

After centrifugation on Conray-Ficoll mixtures, the interface fraction containing lympho

cytes was removed and the bottom fraction containing monocytes and other cells was centri

fuged under various condition. The optimal condition was on a three layer of 35-32-28% 

bovine serum albumin at 400g for 40 minutes. The purity of monocytes by this method 

increased to 75% but the yield and recovery declined to 2.5•~105 and 4.5% respectively.

From these data I concluded that isolation of monocytes from blood only on density 

gradients was difficult because of a partial overlap between monocytes and lymphocytes in 

the density distribution profiles.


