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ストマトライザ -FB (Ⅱ) による
白血球形態変化とその特徴

多項目自動血球分析装置 X シリーズにおける好塩基球測定は，専用チャンネル ( WBC/BASO チャンネル ) で行われ

ている．このチャンネルの専用試薬であるストマトライザ -FB (Ⅱ) が各白血球に及ぼす影響を電子顕微鏡により解析

した．

比重遠心法および磁気細胞分離法により得た各白血球 ( 好中球，好酸球，T リンパ球および単球 ) をストマトライザ -FB (Ⅱ) 

で処理し，透過型電子顕微鏡で形態解析した結果，これらは 3 つのグループに分類された．すなわち，①核／細胞質の断

面積比 ( N/C 比 ) が比較的低く細胞外形や細胞質基質を保持したグループ ( 細胞質基質保持グループ )，②分葉核が裸核化

したグループ ( 好中球・好酸球グループ )，③単核を持ち細胞質が縮小したグループ ( T リンパ球・単球グループ ) である．

②および③のグループは健常者白血球の大部分を占めることから，これらは 2 種類の散乱光 ( 前方散乱光，側方散

乱光 ) の情報を用いた WBC/BASO スキャッタグラム上の 2 つのクラスターのうち，細胞数が非常に多い下部位置に

存在するものと考えられた．
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■ は じ め に

末梢循環血の白血球に含まれる好塩基球の割合は
1～ 2％以下である１）．好塩基球の量的異常において
は増加症に意義があり，また慢性骨髄性白血病での
急性転化を予測する場合は好酸球と同様の臨床的所
見となる２）．好塩基球の役割は，即時型アレルギー反
応の引き金３），慢性アレルギー炎症の誘導，Th1/Th2

バランスの制御，寄生虫感染防御などが報告されて
いる４，５）．
末梢血中に含まれる好塩基球比率の算出は，血液
塗抹標本を用いた顕微鏡検査が標準法として用いら
れている６）．しかし日常検査では，迅速性や再現性
の優れた多項目自動血球分析装置が用いられ，高い
スクリーニング性能が確認されている７，８）．
多項目自動血球分析装置 Xシリーズでの好塩基球計
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数は，WBC/BASOチャンネル ( BASOch ) で測定され
ている８）．BASOchでは酸性溶血剤が用いられており，
この専用試薬であるストマトライザ -FB (Ⅱ) 

(以下，FB (Ⅱ) ) 反応後において裸核化・縮小化しな
い白血球を好塩基球としてとらえ，その他の白血球
と区別して計測している７，９～ 11） ( 図１)．

Xシリーズでの細胞計数システムにおいて，これ
まで網赤血球測定 ( RETチャンネル ) 12）や，白血球 4
分類 ( DIFFチャンネル ) 13）で実験的な検証がなされ
てきた．今回は Xシリーズの BASOchの検証を進め
るため，その第一段階として FB (Ⅱ) が各白血球に及
ぼす影響を，電子顕微鏡を用いて確認したので報告
する．
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■ 材料および方法

１．材料
7名の健常者ボランティア (インフォームドコン
セント実施済み ) から静脈採血 ( EDTA2K ) により得
た末梢血を試料として用いた．

２．方法
１）末梢血からの各白血球の分離
ダルベッコ PBS ( - ) (以下，PBS ) を用い血球成
分を希釈した後，2種類の比重液 ( d=1.119および
1.077 ) を用い単核球層と多核球層を分取した．
比重遠心法にて得られた単核球層と多核球層を用

い，磁気細胞分離法 ( Stem Cell TECHNOLOGIES社 ) 

にて，好中球，好酸球，Tリンパ球および単球を
分離した．分離した細胞は，37℃に加温した 1.0％ 

( w/v ) ウシ血清アルブミン含有 PBS の中で
1時間静置した．
２）FB (Ⅱ) による細胞処置と電子顕微鏡観察
比重遠心法や磁気細胞分離法により得た各白血
球を，Xシリーズの BASOchの試薬反応手順と同
様に処理した．すなわち，各白血球サンプル
18μLに FB (Ⅱ) 882μLを加え，14秒間放置した
ものを電子顕微鏡の試料とした．
透過型電子顕微鏡 ( TEM ) 試料作製においては，
各白血球サンプルをグルタルアルデヒド ( GA ) と
四酸化オスミウムの二重固定後，エタノールを用
いた上方系列で脱水し，樹脂へ包埋した 14）．その
後，超薄切片 ( 80nm ) を作製し，切片は酢酸ウラ
�

図１．WBC/BASO チャンネル
ニル水溶液と鉛染色液 15）の二重染色を行った．細
胞形態の解析は透過型電子顕微鏡 (日立ハイテク
ノロジーズ社 ) にて行った．
走査型電子顕微鏡 ( SEM ) 試料作製においては，

GA固定した各白血球サンプルを，ポリ-Lリジンでコー
ティング処理したガラス小片に付着させ，四酸化オス
ミウムで後固定した．細胞の脱水はエタノールを用い
た上方系列で行い，t-ブチルアルコールで置換および
浸漬させた試料を凍結乾燥した．オスミウムコーター
で細胞表面を処理した後，電界放出形走査電子顕微
鏡 (日本電子社 ) にて白血球表面構造を観察した．

■ 結　果

比重遠心法で得た FB (Ⅱ) 未処理の白血球層を
TEM観察したところ，典型的な血球像を認めた 

( 図２-a，b ) 16～ 18）．すなわち，ヘモグロビンが均一に広
がった赤血球，顆粒が多く見られる好中球，
核／細胞質の断面積比 ( N/C比 ) が高く細胞小器官が
乏しいリンパ球，細胞小器官が豊富な単球 (図２-a ) お
よび特徴的な顆粒構造をもつ好塩基球 ( 図２-b ) を認
めた．一方，FB (Ⅱ) 反応後の TEM像では各白血球は
激しく損傷していた．その形態的特徴は，細胞質がほと
んど認められず核のみになったもの (裸核化 )，膜構造
や細胞骨格の断片と思われる構造が核の周囲にまばら
に存在しているもの (縮小化 ) である ( 図２-c )．このよ
うに裸核化，縮小化した白血球が大部分を占めていた
が，ごくまれに細胞外形と細胞質基質を保つ白血球を認
めた ( 図２-c矢印，　図２-d )．この細胞の特徴は，
での好塩基球計数システム
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核は分葉し，細胞質には直径約 1.0μmかそれ以上の空
胞を認め，判別可能な細胞小器官は見られず，細胞基
質部分は均一な電子密度であった．N/C比は比較的低
く，細胞の内と外との境界は明瞭であり，細胞膜付近に
は細かな構造物を認めた．
磁気細胞分離法で得た好中球，好酸球，Tリンパ球
および単球を試料とし，FB (Ⅱ) 処理前後の TEM像観
�

図２．ストマトライザ -FB (Ⅱ

図３．磁気細胞分離法で得た各白血球のスト
察を行った．まず FB (Ⅱ) 未処理の各白血球について述
べる．好中球では，細胞質に空洞 ( 図３-a矢印 ) を認
めるものや細胞外形が歪なものなど，やや変形した細胞
が確認された．好酸球 ( 図 ３-b ) と Tリンパ球 

( 図３-c ) では，典型的な細胞像が得られた．単球では，
細胞質が瘤状にふくらむものや ( 図３-d矢印 )，貪食像
がみられるなど，形態変化を起こした像を確認した．
) 反応後の白血球の形態変化

マトライザ -FB (Ⅱ) 反応後の形態変化
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次に FB (Ⅱ) を反応させた各白血球の TEM像につ
いて述べる．好中球および好酸球は，ほとんどの細胞
で細胞質は認められず裸核化していた ( 図３-e，f )．
Tリンパ球 ( 図３-g ) と単球 ( 図３-h ) は，膜成分や細
胞骨格の痕跡を思われる構造物が核周辺を取り囲み，
細胞全体が縮小していた (縮小化 )．各白血球の核ク
ロマチン構造は変化し，核の中央部が空洞化している
ものが認められた．なお好塩基球は分離回収した細胞
数が少ないため電顕観察を行うことができなかった．
比重遠心法で調整した白血球層に FB (Ⅱ) を反応さ
せ，それら細胞の形態を TEMおよび SEMで比較し
た ( 図４)．TEM像では裸核化した多核球 ( 図４-a † ) 

と縮小化した単核球 ( 図４-a ‡ ) の像を認め，SEM

像では，長径が約 1.0～ 2.0μmの粒子 3～ 4個が集
塊した核構造 ( 図４-b † ) と粒子径が約 4μmの円形
度の高い白血球 ( 図４-b ‡ ) を認めた．

■ 考　察

XシリーズのWBC/BASOチャンネル ( 図１-b ) に
は，2種類の散乱光，すなわち前方散乱光 ( FSC ) と
側方散乱光 ( SSC ) が用いられている．散乱光は細胞
表面構造，粒子形状，核形態，屈折率および反射率
などの影響を受けており，一般的には FSCは細胞が
大きくなるほど信号が大きくなり，SSCは細胞内部
構造が複雑になるほど信号が大きくなる 19～ 22）．その
�

図４．ストマトライザ -FB (Ⅱ) 反応後の単核
ため電子顕微鏡観察で示された細胞形態の違いが
WBC/BASOスキャッタグラム上の 2つのクラスター
に反映していると考えられる．つまり血液の前処理
により標的とする細胞 (好塩基球 ) と，その他の
白血球に形態的な差異が生じており，それがフロー
サイトメータで検出されている．BASOchの専用試
薬である FB (Ⅱ) はノニオン系界面活性剤を含んで
おり，好塩基球が酸性条件下の溶血処理において裸
核化抵抗性を示すことを利用した試薬である 10）．
Gilbertらは酸性条件とランタンイオンの存在下で，
好塩基球内部のヘパリンを染色するアルシアンブ
ルー染料を用い，目視とフローサイトメータにより，
好塩基球の算定と比較を行い良好な成績を得た 23）．
この方法では血液細胞の前処理液にノニオン系界面
活性剤である Tween 20が含まれ，酸性条件のもと白
血球の細胞質を溶解することで，好塩基球が検出し
やすくなることが確認されている．
このような酸性条件下の溶血における好塩基球の
裸核化抵抗性を直接観察するために，FB (Ⅱ) を反応
させた各白血球の TEM像を観察したところ，それ
らは形態的特長から 3つのグループに分類された．
すなわち① N/C比が比較的低く細胞外形や細胞質基
質を保持したグループ (細胞質基質保持グループ，
図２-d )，②分葉核が裸核化したグループ (好中球・
好酸球グループ，図３-e，f )，③単核を持ち細胞質
が縮小化したグループ ( Tリンパ球・単球グループ，
球と多核球の TEM 像と SEM 像の比較
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図３-g，h )，である．これら 3つのグループにおい
て，①は，②および③と比較して細胞の外形は大き
く，内部構造は複雑である．また②および③の細胞
は健常者の白血球の大部分を占めることから，これ
らはWBC/BASOスキャッタグラム ( 図１-b )の 2つ
のクラスターのうち，細胞数が非常に多い下部位置
に存在するクラスターであると考えられる．一方，
上部位置に存在するクラスターに含まれる細胞は散
乱光の特徴から，他の細胞に比べて外形が大きく内
部構造が複雑であることが読み取れ，それを反映し
ているものは，上記①の細胞質基質保持グループ 

( 図２-d ) であると推察される．
今回の電子顕微鏡を用いた形態解析から，FB (Ⅱ) 

の作用により好塩基球以外の各白血球が裸核化や縮
小化するといった現象を確認したが，なぜそのよう
なことが起こるのかについては十分にわかっていな
い．Gilbertら 23）や，Cooperと Cruickshank24）は好塩基
球に含まれるヘパリンやムコ多糖類を，塩化セチル
ピリジウムにより不溶化させていることを述べてい
るが，界面活性剤や pH条件による好塩基球の裸核
化抵抗性には言及していない．しかし Xシリーズの
WBC/BASOスキャッタグラムでは細胞の散乱光に差
異が生じていることから，好塩基球の細胞質の不溶
化は FB (Ⅱ) の成分や pHによるものと考えられる．
FB (Ⅱ) の影響について好塩基球以外の白血球の形態
変化を考察する．FB (Ⅱ) により裸核化される好中球
と好酸球の細胞小器官の大部分は顆粒である 16）．一
方，FB (Ⅱ) で縮小化されるリンパ球や単球にはミト
コンドリアや小胞体が多く含まれる 16）．したがって，
FB (Ⅱ) 処理後に認められた，好塩基球以外の白血球
の裸核化 (②グループ )，縮小化 (③グループ ) の形
態的差異には，細胞質基質の性質や細胞小器官の種
類と多寡による可能性が考えられる．また今回の実
験では磁気細胞分離により各白血球を得たが，好塩
基球は電子顕微鏡で確認できる十分量を分離するこ
とができなかった．今後は，分離法を改善して十分
な好塩基球の量を確保し，試薬反応による形態変化
やWBC/BASOスキャッタグラムの 2つのクラスター
のどの位置に好塩基球が属するかについての直接証
明を実施したい．
�
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