
TECTINICALREFt)TtT
RERFTRl･78

美 技 報 告 書

ANAGAROSEPLATEMETHODFORTHESTUDYOFHUMANTAND8

LYMPHOCYTEMIGRAT10N

ヒ トの Tお よ び B リン /<球 遊 走 格 査 法 と

しての ア ガロ -ス平板 技 法

JOHNA PlNKSTON,MD

STUARTC FTNCtl,MI)

SHOZOIIDA 転EJ昭三

ROJ3ERTA CAPLAN,MD

放影研
RB

RADlAT10NEFFECTSRESEARCHFOUNl)ATlON

財 団 法 人 放 射 投 影 f 研 究 所

AcoopcrltIYeJapan-UnlledStatesReselrChOrgarHZatlOn

日 米 共 同 研 究 幾 朋



ApaperbilSedonth)～reportwaspubl15hedlntllefoL)owlrLg)Ournal
本 報 告 に基 づ く詣 文 は下 記 の 独話 に党 si壬した

JapaneseJournalofExperlmentalMedlClne,Vo148,3,p 279-282,】978

放 E･研 集 札 報 告 書 t

TheRERFTechn)ca)Reportsprovldctheoff]cJalbijlTLgua)statcmelltSrequlredto
meettheneedsofJapanCSeandAmerlC且rLStaffmembers,constlLtants.andadvISOry
BLOllr)S TheTechmcaLReportSerleSISln1-0WayLntCndedtosupplantreguL且r

)ourna)publlCatlOn

放形研基節報告書は, 日米卑PF順月,献臥 諮問機関の要求[:応 えるための日英両i舌に

J:る公式報告記iよである 典横取壱軌 よ決 して連例のは｣発表筈文に代わるものではない

777eRLZdLdtZOnEueclsResearcfTFozJrlddLLonF/OrmerLyABCC)waseJrLZbE,shedzn p̂rILJ975as
LIP'LVarenOnPrOF'tJLZPLZrZeJeFoJJndaT10n,SupportedequatEyby theGoveynmcnEOfJdPaJl
ThroughtheMlnLSlryOr/IeLZllIzandWeEJure.drZdtheGovernmentorIheUn･tedStaleSrlz'o'Lgh

theNalLOnd,AcdemyoISclerlCビSLmdビreOnlTdCrWlrlztlzeDepqrtmerl10/Energy
放射繰形甲研究所(元ABCC)は 昭和53年4FllE31こ公益法人として発足した その事ますはEl'J-iZi鞍仰の乎等分紬



RERFTJt178

獅 RADIATIONEFFECTSRESEAFICHFOUNDAT】ON
RERF 肘 EE法 ^ 放 射 線 影 響 研 究 所

ANAGAROSEPLATEMETHODFORTHESTUDYOF

HUMANTANDB LYMPHOCYTEMrGRAT10N

ヒ トの Tお よび Bリノパ球 遊 走格 査 法 と

しての ア ガロ ー ス平板 技 法

JOHNA PINKSTON,MDI,STUARTC FINCH,MD2,sHozoIIDA(鮫 EFuG'三 )3,

ROBERTA CAPLAN,MD3

Depqrtm… sorMedtc''ZeLandCILn'CCILoboraTOr'eJ3,0rzdChzefofReseL7rCh2

SUMMARY

An agarose plate method lS descTlbed for

measurlngtherandom TTugrat10nOlTluPanT
arLd B Lymphocytes M】grat】on stud)e5 0n

separatehumanTandBlymphocytepopulatlOnS
demonstrated stnkmgdlfrerenceslrLrnlgTatlOn

patternsand cellmorphologJc characterlStlCS

ThettlchntquelSSu】tableforstudylngtheeffects
ofchemokllletlCandchemotactlCfactorsonthe

mlgratlOnOflymphocytesubpopulatlOllS

lNTROT)UCTION

THISTepOTtdescrlbcsare)atlVelyslmPletechnlque
Forthedlfferenhalstudyofhumanperlpheral

blood T and 】】 lymphocytemlgrat10n aSa

monolaycrbeneathagarosemedla Themethod

corLSIStSOfanlOdlf)CatlOnOftheagaroseplate

technlqueforthestudyofgTanulocytemlgratlOn
whlChpreylOuSlyhasbeenreportedtoproylde

poor Support for lymphocyte mlgratlOnL
AlteratlOnOfserum lymphoklnetlCfactors】nthe

medla appearstO hare beellreSpOnSlble for

eTlhancementofmaturelymphocytemlgTatlOII

METHOD

About 100 mlofheparlnlZed venol,LSblood

(20 IU heparln/mi)wasobtalT)ed from SIX

healthy adultdonors ItwasmlXedwlthan

equalvolumeofcalclum andmagneslum free
balanced saltsolutlOn (ass) bymeansofa

sterile,wlde-tlPPedPasteurplpette FIVem)of

ApprOYCd承鵜23Janllary1978

要 約

ヒrのTt'よぴ Bリノバ球の不規則な避止を測定する

ためのアカu -ス平松411:iE:ついて吉己述 した ヒトの

Tl,よぴBリノバ球の遊走 ･LEfrd別 (:柏詰 LIL結果,

遡走性 と細胞の形態的特徴 において著 しい整式の

あることかn''FE】J】された *禎法は,化芋運動性IJよ

ド,i化性E当千カリ/′てtkのsubpoF'tJIatH)11に及ぼi

恥桝の研究に適 したものである

緒 言

*恥告では,ヒト末梢血姫のTおよびBリノパ球の

ための比較的ftいiifJ技法E:ついて述べる 方法は,

リノバ王求遊走調光にはあまり適当でないと以Il71報告

さTLf_1抑栓球遊走換立川のアガロ-ス平板法の変法

である 培地小血mの りノバ球速抑性凶手の変化が

b父拠り-/バ球の遊走を増加させたものと甥えられる

方 法

tif嫌成人6名から採収 した齢膿血にへ′,-リ/(2OIU

へバリノ/ml)を混刺 した約100mlの拭料 をHj竜

この紙料にカルノウムおよびマグィ/ウムを含まない

同点tの平hl化食塩水 (BSS)を加えて瀧合した この

PTITtted印刷 JurLe1978



thedlluLedblood werecareftlllylayeredoyer
30 mlofFICOLl-Conray solutlく)n Ln COnlC且1
ccntnlugetubes TheBranulocyleS且ndlympl101
cytcs then weTeSeparated according Lo Lhe
JIoyuJTHnethod】tJSLngSteri)etechJllque

The lymphocytes were pooled and Washed
LwICe,each (1meby addlrLg 100 mlorBSS
followed by ccntnfugatlOnat450 G for10
mLnuleSat4C ThesupernaLarLLWasdlSCarded
andtheceuswereresuspendedLn10mlofBSS

T and aceuseparatlOnWasaccomplishedby
addlrlgI0mlofal% stJSFKnSIOnOrSheepred
bloodcelts(SRBC-1aparleseBIOloS)Cab̂taLerlals
Center,Tokyo,Japan)LnEetalca汀scrum(FCSI

GlarLdLslandBlOloglCalCo,Grandls)arLd,NY)

tothや1ymphocytesuspenslOrlWhlChthenWas
dlYldedlrLtO10allquOtSOf02mleachltlSmall
testtubes After15mlnuteSOfstandlngatroom

tempeT8lurcthetubeswerespunat20G for
5mnL)teS,thenplacedlnanleeWaterbathfor
l12ho1,)rS Thetotalcontentsofa)1tubeswere

carefullydrawnlnLoaflne-tlPPedPasteurplPeue,
layeredoyer30mlofFICOu-CorlraysolutlOnand
centnru8ed ror20 mlnuteSaL400G a14C.

The8ceunJ18WasPIPettedoff,wasb∝llwICe
wltI1100m)orBSSfoJlowedbycentnrugat10rl
at400Gro110mlnuteSat4C TheTcttl-SRBC

pCuetwasosmotlCdly lysedand lhcT cells
verbVaShcdlnthesamemarineraStheacells
descnbcdaboyc

The dc8TCe OfITlOn(光yteCOntarnLrlat10m Was

evaluated by the use ofnorLSPCCLr)CeSLerase
staJJllnB.) hlon∝yteCOntamlnaLIOnOfsomeB

ceLlpreparatlOnSWasJYducedbymeansolBass
adsorptl0n TrLeCeuSWereSuspendedIll30ml
ofRPMl(RPMIt640-NISSulSelyakuCo Ltd,

Tokyo,Japan)lnaglasscultuTeflaskwhichthen
waslrlCubatedlT)aCOっInCubator且t37Cfor

30mlnuteS ThenonadherentcellswereplPetted
offandwashedtwICeaSde5Crlbedabove Allcell

preparatlOnSWereflnallysuspendedltlRPMIat

a concerLtrallOn Of 1X 108 cellsperlOFll
Vlablllty Orlhc ceusfoIJowlr)i WaShlngWas
yeatertharL97%byLryparlblueexclus10n

TIlereciperOrtheagaTOSe(AgaroscA一45,NakalaL
ChcmlCals,Ltd,KyolO,Japarl)mLXtureW九lch
wasfoundtobc mostsatBfactoryandWhlChWas
usedfortheseexpenmen1515aSt01lovs

IA88rOSeSOlutlOn-50mlofsteTiled15tiJkd

waterwereaddedLo1000mgofagaTOSelna
2500mJErlenmeyerna与k

轟耶血油5nlを.H維形の退4)分JL背中の FICOLl

Conray就介液3nlのJ=(=注怠深く盤N L/= その

級,強制 iiLをl那llしたBo)umitZに建って Ti投

球とIIノバ球を分事■Lf=

リノ/(球をナ-ルして,BSSIOOEnlをAtlえ2lDJ洗浄

Lた強.4'C.450Gで･10分前遠心''TJLした l~耐

油を除よして BSSIOrrLEの中で神曲を再思濁した

ウノ胎光JLThH(FCSHCrandlSlalldB■oloB■Caltt札

Grz-ndlslzmd.ドY )中のヒ7/'赤血球(SRBCH H小

生Iわけ科七ンY-,叫i･)t%懸濁油10nlと り/〟

球の懸濁泊にht)i.そTlをl【I本の小淡頼甘l_02ml

+'っ分注 し,TおよびR細胞の分離を行った 拭辞

符を1<池で15J}Tr"),tlE した後.20Gで 5'J)rl11退JLJ/,)

艦を行い氷水の水fifE=1-2時m浸 した 先のi11H､

バスノール ビペ yトに各拭1抜管の内ti紬 を全.%il荘

探 く吸い耽り,FICOLICorlra)iEE合繊30rnLの｣l二

兎屑 し.Ll'C.400Gで･20'JlRa遠心分ltLf= B押

他項をビペ-/トで除去 し,10_OnLの BSSで2lg注汚

した律.4'C.400Gで10分間違t･'J)t LI_ T事田

姫は.T細胞-SRBC淡の#遥満Ai''L/T栓.上妃の

B紳伯と同 L'-JJはで洗浄 し/I

斗坪混入Q)位任は.lE柿炎t生エステラ-ゼ独色はJで

ZIべた 単球の一郎8才胞は本への求人はKラス岨

帝iEによって例拝 された ガラスの増井フラスコに

RPML(RPITLll1640-Ll水封拳全社.火常)30mLを

入れ.細伯 を懸濁 し,37'Cで30分l臼】CO2憤温TT小

で将羊 した 付射 しなかった細伯はビ ペ /トで除-A

L,上記のリノ地で.2匝】洗浄 Lf= Jrtt史に,全鮒胸

襟*を10F'Iあたり細川包牧 1× 106の.n嘆の FIPM川

に懸濁 し/_ 洗浄後の細脂の生育力は. トリバ /

ブルー俳徐練fEで97%を超えることがJJyっI_

且良のTNロース【7ガロース A -45,半片化学蒸品

全社,耳前)溌合物 で･. 本研究では用 したものは

次の上う(=処1)JL/I

l アガロース活 2500EEILErlenrrLEytrフラス

コ中のTUロ-ス10OOql=50EnlのaE帯蒸留

水をbl)えた.



Jutnentsolu(10n 兼58

SlerLledlStilledwater iiZZl&甜水

RPMl(米loconcentrated) RP11日 10倍 の濃度)

PooledHumanScrum(PHS･Pcntcx,̂1ilesLaboratorleSInc,ELkaTI,lndlaTla)
1-んLr=ヒ ト血捕

AnhblOtlCSOlutlOrL 扶生1tfT波

Glut且mlneSOItltl｡n グJL'タミ/浪

Amphotenclntlsolu110n(Fungl王One,E
Tムホテ 1)/ンB浪

ThcantlblOtJCSOlut10nCOrlSISledofamLXture

orloo,000unltSOrpOLaSSlum PenJClulnln
90mtorsterileBSSand0280fstrcplomycln
ln10mlofstenlcBSS Thê mphotcnclnB

solutlOnCOnSIStedof50mgof̂ mphoterlCln
BdlS501Yedln250mlofsterl】eBSS The

glut8mmeSOlutlOnWasPreparedbydlSSOIylng
O3gof81utarrLLnelnlOOmlofsterlleass

3TheagarOSeSOlutlOnWasboltedaJldadded
totrLCnutrlentSOlutlOn Half(50ml)○†tlle
mlXtureWaspouredlntOeachortwosmau
(60X15mm)plasLICdlSPO泊blcPetTldlShes
(FalcorL,OxrLard,Ca) They､vere･Iardened
byrcfr18eraLLOnat4C

ThreeWeth,each3mm lndllTTleteraTld4mm
apartlnaStralghtLLrLe,WereCullrLthecentcrot
eachplate TheCoreOfagaroselrlthecenterof
eachwellwascarefuuyremoycdbymeansof
g亡nLlestICtJOnthroudlaPasteurplpCtte A

100l-laLlquotorlymphocytessuspendedLn
RPML(108ceus)wascarerullyplaced7r-eachor
thelateralWellsbymeansofacapl山rypJPe(Le

ThecerLlerweuWasreservedforsubstancesthat

mlghllnnuenCemlgratlOrL ITtOrdertomake
hlstoloBlC ObseryatlOnSrlVe tO5eVer)Separale
plateswerepreparedforeachHldLYlduaHnthe
study ThesewerelrLCubatedat37Clr)a5%CO2

1nCubatoTforpeT10dsupto7days PcrmanerLt

p†eparat10nSWeremadeatIntervalsor1to2days
foreachlr)dlYldualbycoverlngtheagarofoneol

theplateswILhCarnoy'ssoluLIOnfor30mlJluteS
roLIowln名WhlChtheaptWasremoved,thedlSll
v且SWashedvJthtapwatt･randtheadherentcelJs
weresta灯ed wlth GlemSa OrWri島ht-61cmSa

M18r8110ndlStanCeSOnrlXCdpreparltlOTISWCTe
measuredbymeansofatabletop35rrLmStlde

proJecLOTVlth a Around shssscreen whlCh
provlded 16･fold mapllrlCatlOn The (wo

mtSratlOndlStanCeSOn亡aChphleverbayeTaged
astheend-polntforeachsttJdy

0025m1

01ml

Squlbb-Sons,Inc,PrlnCetOn,～J)
000iml

抗生物井鞭の成分は.べ二 -/リン*リウム 100.000

ヰ佐治加誠硝tiSS90mlとス トレ7'トマイ/ノ

02g繰加滋砲BSS10mlのi18分油で あっI=

7ムホテ リン/B椎は,7ムホチリ//B9]Lg

溶解減価BSS250ml神であった ダルクミ/油

は滅lylBSSIOOmlにグルタミン03gを溶解 し

作射 した

3 7ガロ-ス油 を兼沸 し,毒 液 に加 えた こ

の就合液の半分(50rFtl)を2個の使 い椿 での

1ラスナック射小ペ トリ皿 (60×15I)(FILcorl,

oITl+rdCA)に分注 し.それらを41Cで79却し

固めた

各Tガロ-ス平版 の 中央 鉢 に直径 3-の武 村札 を

一昔軌 こ4J一榊FAT･3凪 くっf= バス7-A, tfJ<7

トで.各拭科7t.中tl部の7ガロース栓状塊を折か(:

吸引 し 丹念 に除去 した 毛村有ピペットを便FllL.

RPMIに患濁 し/=100Jl】の リノパ確り0●畑地)を

iq側のJX科礼 こ̀注意 しながら注入 Lr=

中央の拭件礼には.肺胞迎走 に形qFを及ぼす可能性

のある物紫 を人 hf= 根絶 軍 的批額 を7-rうため に ,

対象ZR一人E_つき5ないし,7枚の平板 を川漕 した

これらを5%CO2位iu誤に入れ,37■Cで 放南 7日

間まで増 暮 した 永久は本は.各Jl象-8ごとL_1El

fJ目し2日のrL卯Aで l個の平板の7ガールにCamOy

液 を注ぎ.30分按に丁カ'-JL･を除 き,ペ トリ皿 を水iL

水で洗浄 し,付せ し/=推胞をGleEnS▲またはIVr･Bhト

G■tnsLで娘色 Lr= 固定tl本の毛並挺暮は.す り

Hラス粥 スクリ- ノを屯 す る卓上用 35d ステイ r

lロジ1クターで.16倍の終車 (=してi～定 し.JL綾

E:,各平板の二つの並足A!ALを平均 した



TIL4E TN DAYS

F7gu'eI SeparateElgGrPIGteSWereuse.atodeTe,mmeeachpot,ZtOnthesegrap加 T77･SaCCOu'ZESfo,
Egl someofIheJ7uclual10(ZSlrl●mzgrDTZOndzstGnCeSOvertZme DWerenlsymbolskEtL,ebeeI…Sed

EOS110WtheresultsroreachLndEVLdLLLTILnthestzLdy

y]{.,旅屋爪】姓に1汲めL,TLる若年の変動がまだめられる 各根立JI奴井ことに退 )訟う;をfセ川して

RESULTS

Tand】)cellrandommlgTatlOnStudleSatlrlterVals
of1to2daysforperlOdsof5to7dayswere

completedforalls上xadults(FlguTe1) T cell

mlgratlOrLgerLeTallywasquiterap上ddurlngthe

first48hoursandtheTlplateauedorcontlnued

slowlydurlngthenext3to5days Theaverage
mlgratlOrLdlStanCeWaS13mm±034at48hours

and15mm ±032a15days Bcく･】】mgTatlOn

lnthreelndlYldualsplateauedat48to72hours

atanaverageOf13mm±033,whereasthecalls
of the otherthree contlnUed to outmlgTate

andat5daysaveraged38mm±037 Monocyte

adsorbedAcellml訂atlOndlStanCeSforthethree

書喜 果

1日ないしZLlおきに5か -し7日にわた りrZ父人()Y.

全日にTlJよぴB細鞄の不規川｣遊走擁允を炎施 した

(図 1) -蝦 に,T細胞の迎漣は九日J)の48時 IEHは

かJIJり速 く,次の 3-5ElrZ;HJ停滞iるか.速11が

栄 えた 48峠 ruJの平 均遊 走 Zt】虻 は13rnr]±034で,

5E日捌の叩均は15LZKnj:032であった B細1脂迎 iE

Eま,3名では48ない し72時 PIHて停 滞 し.平 均追 走

純銀は 1 3RT.±033であったが,残 り3名に1'いては

細胞の遊走は さらに延び,5Elriりのil′均遊走拒姫は

38EnrD±037であった _qi球 Ull哲を実施 した 3名cT)

B細胞遊 走PL･雌 は.単球 非岨密 t3細胞遊走距離の

personsstudledwereabout70% thoseofthe 約70%であっf_
monocyteunadsoTbedBcells

ThehlStOloglCappearancesOftheTandBcell TfJよLrB糾鞄傑ヰの机綴字的外税は.楕東の各段

preparatlOnSWeredlStlnCtlydlfferentlnallstages 階で著 しく炎なっていた (図 2) 一般 に,T糾胞の

oflnCubatlOn(Flgure2)Generally,themlgrat1OrL
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FrgtL'e2 Photom'uogrGPhsofrepresenJa('vePOrl'OnS0/themzg'nl'onpGTLemSunde'agarosegelGre
｢刀 Show〝forT,B,CTZdnzono¢teDdsorbedBlymphocyTePTeParOlLOTZSIollowmgtnczJbalEOn/Or

72JzoLJrS AlX)rEZOrrOfEhewetlIronw加ehmlgrqTEOnOTTgTnLTledlSIocGledDlthebollOm
ofeLIChphotor33×ノ

72咋IEnのIfl糞†負 T細胞,L3細胞およびIlttf嶋津Bリノ′(珠の積木の7カロ-ス ゲルTにおける

11部に見bれる

edgesoftheTcellmono)ayersweremuchsharper
andweremoreregu】aTthanwerethoseofthet‡
cells Tcel】stendedtobemorecloselypacked
togetherthaTLWeretheBcells Dlfferencesl∫一the
morphology ofmlgratlngT andBcellswere
notedwlthhlgheTmagnlflCatlOn TheT cells
usuallyhadanoralorelllPtOld,darklystalmng
nucleus v/1th some chromat)n clumpingbut
wlthoutnucleoll0rmltOSeS Thecytoplasm

wasspongyandOftenhadatalledappearance
wlthrandomdlreCtlOna】Orlentat】OrLThe】】cells

werelargerwlthgTanu】arcytoplasmsandlong
rlbbon-likenuclelWh)chFrequentlywereeccen-
trlCallylocated Theappearanceofthemlgratlng
B ceus resembled band polymorphonuclear
leukocytes

BothtypesofpreparatlOnSWereWellpreseryed
withoutmltOSISOreYldeTLCeOfcell111arbreakdown

durlngtheflrSt48to72hours Thereafterln

一層迎建辺鰍 ま,B細胸の それよりもはるかに鮮髄

で, しかも規則的であった T細胞はB細胞 よりも

密姓 ｢る傾ri'Jがあった 遊走するTおよびT3細胞の

形態上の相違は倍率が高く･S:るにつれて明白となった

通常,T細胞 には,染色質が若干凝lJlするが,小指

や傾分裂のない卯Fr)形または桁円形の.農奴す る格 が

あった 細胞'ffは海綿状で,しばしば不規則指向性 を

示すとともに柁部 を有1る外税 を舞しこいた B細脂

は,T細胞 よりもIJLきく.瓢粒1人の細伯flと,いま

しぼ辺i音件 に位置する兵いリボ/状の梢をイJしていた

遊走i るB細胞の外税 は梓状 多形櫓 白血球 に似 て

い/_

両様の細胞は,紫相の48172時i㍑】のrHは く保持され,

f姦分裂や細胞破壊の所見はなかった その後,B細1
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theaceLIprepaTaLIOnStherewasvarlableeyldcnce

ofk打yOrrhexIS,ph且80CytOSLSOrdebrlS,LnCrCaSCd
ceuuLar yactJOLIZatlOJl,PlasmacyLold transror-
matlOn,andlr)CreaS▲nghJStlOCytlCaCtlYlty Tlle
T cdl l〉repaTaI10nS Shoved some LnCTeaSed

ey.der'ccofccuu18'breakdownatthe3rdday
and hlgtlOCytlC aCtIYlty WhlCh progessIYely
Increased,thereafter NomltOtlCaCtlYltyWas
obscryedLnanyTor 8cel一preparationuntilthe

4Lhor5LhdayofLnCtlbaL10natWruChtlmCOnly
afeymlLoseswerenoted Moderate10marked
bacterLal contam]na(10n Was Observed after
3daysoflnCubatlOnlnabout20%-30%ortrLe
prepa柑tlOrlS

MonocytecorltamlrLatlOnOrunadsorbedI)ceu

preParatLOnSWaseStlJT)ated10be15‰20% orL

thebasISOfnonspeclflCeSteraSCStalrLlng Glass
adsorptlOnreducedthemonocytestolessthan
5% Fewerthanl% ofthecel】SlntheTcell

PreParatlOnSWerepOSltJYefornonspcclPlceStCraSe

DISCUSSl0N

A method hasbeendcscr)bedTorlhcevaluBtlOn

orhumanTandBeel)random mly叫10JlaSa
rnonolayerunderagarose RapldotJt･ml卵 tlOrl
occursforbothtypesofceusdurlngthefltTSt
48to72hourswlthoutaddlt10nOfamlt｡ECnOr
dcEinltCCYIdcnctofctutransfoTmat10n Itseems

veryukely,howeyer.thatlymphocyternernbrane
pcrturbatlOr)OrbLndLngbyyanousscTVmfactors
TlaVeSOmelnrltJeJICCOntheextentofTar)don

mlgatlOn Tltt■Laterstages oflnCubatlOn
frequently show maTked cellularrcactlVeand
deg印eratlYC Change and some eyldence or
mltOtlC 8CtlYlty MostpreylOuSStudleShave

LndlCatedthatappTeClabletymphocyEemtgTatlOn
occurson)yaftermltOgerHClrarlSformatLOnhas

occurred4,5 1nourstudleSnOrTutOgenJSadded,
butthecellularreactlVeC7-aTlgeSmayrepresent
evldenceofヨometranSformatlOn Theacell

studleSarelessclcaT,butlthasbeenStJggeSted
thatllLlleaccumlgrat10mOCCuTiun)csstherelS
membraneperturbationSuchasoccl一rSWlththe
blndlngOfarltlIg6

Anotherdlfferenc8betweentheaprosemethod
aJld most other pTeYIOuS melhods for the

cya)uatlOnOrlymphotytemlqat】OnLSthe)ength
oftheobsezyatlOnFend TheaBarO決 plate
mlyatlOTIObsezyatlOnSare madealtermany
bowsOrdaysofLnCubatlOnlnCOrLtraSltO most

othermethodsvhJChfollowthecellsforonlya

few hoursorless OnestudyhaslndJCaL亡dthat

胞接木lこLi,I真肋礼 城府の舟附 日.細伯の4:胞形

成のLd机 形爪球の変形ムよぴ&l事連呼捕性の付jt

I-1と&くの所見が!5められf= T紳鞄tl本で113日

と=こP拍破横のtf手JYbl]する所見がZeわら11,その

後.岨様様の油性がif並的 I:LtFbtlL/_ 捕兼4日合

いし5⊂‖】l:わfかな持分尋 がZEb られるまでは,

T加地tIヰlこt'BR胞は不【こも持分を柏杓は札Tj

されなかった 櫓書 3El以後に,ほ*の約20%から

30%にFll市債から高度の細菌のお人が批潔 されI_

単球非曝せ B細胞は本の単球浪人は,非I争雄性エス

テラ-ゼ独也を恭Eこして推定 した結架.15-20%で

あっ/_ ガラス破竹にJ:つて単球は 5%-Ai始に減少

した T糾飽横木の うち 1%東浦の糾脂EiプH.宇州作

エステラーゼEニ対 して隠性であっ/I

考 察

*報告では,ヒ トのltfよLfB細胞の不払川IJiEZJIを

アガロース梢Jと下のJL一層として評TdH るI_めの方

法を述べた iLJはの村瀬 とも.ii籾の48か lL72Jf

rE=1,細胞分森刑漁村を加えていないし.fllちか今

朝拍転換の帝比が止められか ､Z:I.かかJ'うず.迅速

T'戊JI!Alの逝走を示 し/=しかしながら.tl々 の▲

清Efl-rI:J:るリンパ球膜の摂我や桔合が不税uq拡正

の晦例に何らかのむ書を与えた可能性が卓1, 倍薫

の経机 二は.しばしrl.細胞の7fFyÎJ反応性やRliT

件の変化と.BTの接分封i占動の魚幌が認めJiれf_

uFJlの研究のはとんど-r･(1 ,リ/パ様の避止Litul

裂PJ漁村Ld･川によるl云棟があった綾でIJ)めてieめら

れると指摘されている 一 5 我々の仰親では郷地分

裂刺激刑はhuエていないが.細胞の反応件の変化は

ある組のAZ;棟 が起っ/=敬帳 を示すのかもしLlない

B細胞の研兜では.それほどFIJ伯 を所5山王認められ

ないが.杭 】官の把合によって起こるような焔扶助が

なければ.B淵伯の遡走はほとんどないことが示唆

されている I

uIylの り//(様丑走持定法のはとJLととTガロ-ス

技法との和におけるt.フ一つの差異はbi繋胸間の良き

l:あう 7ガl7-ス平板技法[:よる正金の政繋が何

時芦).何8何もの格書経行われろの[=)すし.その他

の技法のほとんどでは.2.3時P,1以下のJI潔 しか

行h九でいない あろ研究 では,粥液剤 をht)i/I



st]mulatedlymphocytemovementlSmarkedly
reducedafteraperiodoflessthan IhourOf

obseryatlOn7 0urstudleSSuggestthatbothB
andTcellsarecapableofmovementformuch
lotlgerPerlOdsortlmeuTldertheproperclrCum-
Stances

TherandommlgratlOnpattertlSforhumanTand
Blymphocytesunderagarosearequitedlfferent
ThemlgratlOndlStanCeSareSlmllarfor24to48
hours,butthereaftertheI)ceusfrom some

peoplemlgratemorerapldlyandlnamuchmore
dlSOrganlZed mannerthan theT cells Tlle
morphologlCappearanceOfmlgratlnghuTTlanT

arLd】】lymphocytesalsoISqultedlfferentTheT
LymphocytesTemalnSmalltomedlum-sIZedar)a
Tetaln many OfthecharacterlStlCSOfmature

lymphocytes The】〕cells,ontheotherhand,
arelargerandbecomequitereaCtlVe)nappearance
afterthefirstfewdayslnCubatlOrL

ThequantltatlVeresponseOfB cellsfouowlng
removal of the monocyteswas moderately
reduced,butltprobably lSnotnecessary tO
removethe monocytesforstudleSOfa ceu

mlgrat10n TotalB cellyleldsareapPTeClably
reduced fol】oWlng glass adsorptlOrL More
lmPOrtant】y,there lSllttleeyldencethatthe
contamlrLatlngmOrLOCyteSappreClablyInfluence
thegerLeTalcharacterlStlCSOfthepatternofB
cellmlgratlOn

ThetechrLlquedescrlbedlnthlSrepDTt15Well
sultedto thestudy oftheefFectsofvarlOuS
chemoklnetlCand chemotactlc factorsLn the

randomanddlreCtl｡rLalmlgTatlOnSOflymphocyte
Subpopulatlons VaTIOuS Substances whlCh
InfluencemlgratlOnCanbeincorporatedintothe
agarandchemotactlCgradlentSCanbeestabllShed

throughdlffuslOnlrLtOtheagaroseofsubstances
whlCh havebeen placed ln thecenterwell

りノバ球の遊走は拙守後 1時rHI来泊で常 しく減少す

ることが指摘 された 7 才Lt々 の研究は,適当を条件

下にbいてはT3およびT両細胞ともはるかに良い時間

遊走可能であることを示唆 した

遠性は全くjVなる 24ないし48時間では遊走乱1此Eは

放似しているが.その後は,あるJ折のB郷地 はT軌】脂

よrlt,速 く,かつはるかに無秩序に遊速する また,

退建するヒトのTおよびBl)//{球の形態も全く択

なる Tリ/バ球 は小 か ら中性の大 きさで.成熟

リノ/1球の特徴を多く保持 している 他方.B細胞

はT細胞よりも大 きく,増養 2,3日後の外税では

相当反応性を‡Il~るよっになる

単球除去後のB細胞のぷt的反応はかをり減少 し/_〟,

B抑胞遊走穐丑の瑚合,恐 らく,jp-球を除去する必

尊はか ､ B細胞の総収五七はガラス岐着後かなり誠少

うる さらに血賢なのは,混入単球がB細鞄逝走性

の絃†郎 J̀nJ特徴にかなりの影噂を与えるといつ徽は

がはとんと訟められないことである

本報告で述べた技法は,繍/Iの化ゴf運g)性tDよび走

化性E)子がリ,/パ球subpopulatlOnの不規則 および

指向性遡産E:及はす影響の研究に適 したものである

遊走に影甲を与える種々の物質を7ガールのLi=こ入れ

ることtJできるし,また,中央uこ料孔に入れた物坪

の7ガロ-ス山への拡散によって.建化性仰向を確立

することもできる
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