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綜説

E-Rosetteの意義，改良とその応用

小野江和則

(北海道大学免疫科学研究所病理部)

(昭和49年 10月19日受付)

序

ヒト末梢血中のリンパ球のかなりの割合が，ヒツジ赤血

球 (E)と結合して Rosette(E-R)を形成することは，

1970年前後Brainら2)，3)，Coombsら28)そして Layら1)

によって相ついて、報告された。彼らの成績では，末梢リ

ンパ球中30%前後がE-R形成能を有すること，この反

応は温度依存性で， リンパ球と赤血球の mixtureを最

初 370Cで培養， 次にOoCで放置しなければ結合能を表

わさないことなどで一致している。また Layらはブタ

赤血球によっても Rosette形成の起こることを見たが，

Nelsonらはブタ血球ではほとんど作らないと記してお

り，現在この Rosette形成はヒトリンパ球とヒツジ赤血

球との間に起こる特有な反応と考えられている。

Brainらはこのように多数のリンパ球がヒツジ赤血球

と反応することは，交叉反応を考えにいれでも到底理解

できる現象ではなく，また血清中の抗ヒツジ赤血球抗体

価ともまったく相関を示さないこと，この反応の培養液

には血清成分が必要で‘あることなどから Najjarら29)，30)

の観察，すなわち二つの r-g1obulinfractionが赤血球

と白血球をおおい，それにより白血球の食食能が高めら

れること，この作用は Hank's液で洗うことにより失わ

れるが，適当な r-globulinを加えることにより回復す

ること，と本質的に同ーの現象と考えた。しかしこの説

明によっては理解し難い点が多く， E-Rの本態は現在に

致るまで不明であり，また人によりその手技に多少のば

らつきがあることなどもあって， E-RIこ関してはその手

技改良及び応用面が先行してきた。

E-R形成細胞と Tcell

ヒトリンパ球の E-R形成が， さかんに応用されてき

た理由は，次の事実から E-R形成リンパ球が Tcellで

あることが明らかとなってきたためである。

第一に 100%近い胸腺リンパ球が， E-R形成能を有す

ること 1)，6)， 7) ，20) ，21>，第三に PHA反応性が高いこと 11)，

第三に lymphoidtissueにおいてはこの細胞は胸腺依

存部に限局すること26)，31)などである。さらに E-R形成

細胞は細胞表面にIgG，補体受容体を持たなL、4)，6)，7)，16)，

24)，しかし胸腺抗原を持つ17)などの観察から現在この

E-R形成細胞が Tcellであることは定説化されたよう

である。

またヒツジ赤血球を抗ヒツジ赤血球血清で処理し，さ

らにC3補体を結合させた補体結合ヒツジ赤血球 (EAC)

を用L、，補体受容体を持った細胞 (Bcell)を検出する

EAC-Rosetteなる手技が導入されるに及び13)，16)，17)，22)， 

24)，26) T及び Bcellを Rosette形成能で区別すること

が可能となり，これらを用いた結果でも， E-RとEAC-R

を同時に行なうと，その割合は両者の合計にほぼ一致す

る15)，26)ことなどからも， E-R形成細胞すなわち Tcell 

であることが確かめられる。ただし最近 Dicklerら31)

によれば， T，B両細胞マーカーを共有するリンパ球が，

わずかながらも存在することが報告されている。

EAC-Rはヒト以外の晴乳類のリンパ球によっても形

成され，また Mendesら37)は zymosanとC3を結合

させた ZCを血球の代りに用いることにより E-Rと

ZC-Rを識別可能にしたことからも分るように，補体を

介する結合が明らかである。しかし E-Rについてはそ

の結合のメカニズム解明の余地がかなり残っている。こ

のことは後で触れる。

次に E-Rの形態学的観察として走査電顕及び透過型

電顕による報告に触れる。 E-R形成 Tcellは一般に小

型で (3~4.5 /1)，表面はなめらかであり microvilliは

少なく，またあっても短かし、ものが多く，一方 EAC-R

形成 B cell は大型で (4~8μ)，多数の長い microvilli

を有しており， おおむね Polliackら27)の“relatively

smooth"リンパ球，“villous"リンパ球の表現と一致す

るようである。しかしこの逆の報告も Kayら加)から出

されている。いずれにしても E-R形成の操作の過程で

リンパ球の表面構造に変化が起こる21)ことなどから，未

だ異論の残るところである。

Peckらお)は向様に走査電顕による観察の結果， E-R 

の結合は microvilliでのみ行なわれ， EAC-Rはより幅

広い部分で結合することを報告したが，この点について

は Kayらも同じ結論を出している。このことは最近渡
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辺ら25)が透過型電顕で連続切片を詳細に観察した， E及

び EAC-Rの接触面積の差，すなわち E-Rでは狭く，

EAC-Rでは広いという結果とも一致しているように

思われる。しかし Chenら22)は， EAC-Rにも point-

like及び幅広い結合の両者が見られると言っている。

次に細胞内部の微細構造についてであるが，われわれ

はE-Rを電顕的に観察し，その結果 E-R形成リンパ球

(写真 1) と非形成リンパ球との聞に差を見出し得なかっ

たが， 渡辺らお)は連続切片の観察を統計的に処理する

ことにより， この両者に lysosomeと思われる dense

bodyの分布の違いがあることを見出した。すなわち T

cellでは clustereddense bodyが多く見られ， B cell 

では scattereddense bodyが多いということである。

このことはマーカーなしに，純形態学的にリンパ球を分

類する可能性を示唆しており興味深い。

E-Rの改良

最初 Brainらによる末梢血中リンパ球の E-R率は

30%前後であり， T cellの理論値を下回ったが，その

後種々の改良がなされ，現在では健康人においては約

60%前後であり， EAC-Rとの合計は 100%近くになっ

ている。ただし Carosella9)の報告では， E-Rの率は年

齢により変化し， 20~50 歳では上記の率を示すが， 10歳

台ではより高率であり， 50歳以上では低くなることが示

されている。また Gergelyら5)によれば， E-Rには日

内変動があるという。

リンパ球の中の E-R率が実際の Tcellの割合と一

致するためにもっとも障害となるのは monocyteの混

入と思われる。普通末梢血などからリンパ球を分離する

方法として Ficoll-Hypaqueによる比重遠沈法14)が用

いられているが， Zucker-Frank1inI9)は，この方法では

実に44%が monocyteであると報告している。この

monocyteの混入は，実際検鏡測定上の誤差のもととな

る。 monocyteの除去については， lymphocyte sepa-

rating reagent (LSR)， latex particleの使用など諸家

によりいろいろ工夫されているので，ここでは触れるこ

とをさけたい。

次に Rosette形成の操作上の誤差についてであるが，

この誤差の減少には2通りの方法が考えられる。

橘ら15)は通常試験管内で行なわれる Rosett形成を

micro-test-plateに置きかえることにより，系の微量化

及び機械的衝撃による E-Rの解離を防ぐ方法を開発し

た。この方法による E-R及び EAC-R形成は，ほぼ全

リンパ球て‘陽性となるようであり，現在ではもっとも精

度の高い方法と思われる。

次にヒツジ赤血球処理による E-R結合の強化である

が，ヒツジ赤血球は標品によって一定の値が得られ難い

ことは， われわれも通常経験するところである。 Wei-

ner32)，橘ら12)は， Neuraminidaseによるヒツジ赤血球

処理で， E-R形成の増加，安定が得られると報告してお

り， Kaplanら10)は AET処理によりさらに良い結果が

得られたと報告した。 AETは図 1のような構造式を持

つ化合物であるが，われわれもまた AET処理ヒツジ赤

血球を用いて健康人及び種々の疾患の患者の E-Rを調

べた。方法は図2に示した。 AET処理ヒツジ赤血球は1

週間以上もその反応性を保持し，また Rosetteも非処理

E-R (写真 2)と較べて強陽性(多数のヒツジ赤血球を結

合する)のものが多くなり(写真3)鏡検視Ij定が容易にな

ることから有効な手段と思われる。結果は表1であり，
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表 1 AET処理 SRBCと非処理 SRBCの比較

Peripheral Blood lE.Roseat e |AETtmted 
E-Rosette 

Lymphocytes Donor 
(70) (70) 

9 55 55 

11 49 60 

11 58 68 

16 14 26 

20 48 69 

26 36 43 

26 36 47 

27 30 43 

27 40 53 

27 18 30 

2泡 53 68 

30 47 54 

31 44 64 

32 45 72 

32 25 50 

37 52 69 

38 44 64 

39 43 64 

Malign削 ThymomQlll 83 94 

p .01で有意、の差をもって AET処理E-Rf直の増加

が認められた

有意の差を持って明らかに E-R率の増加が認められた。

しかし採血量の制限などもあり， monocyteの混入など

に影響され， Kaplanらのような高値ではなかった。

AETの作用機序は恐らくは細胞膜表面の SH基に関

係すると考えられているが，詳細については未だ明確な

る結論は得られていなし、。われわれはこのように E-R

率が上昇する理由として，末処理ヒツジ赤血球とは反応

しないが， AET処理ヒツジ赤血球と反応する TceJl 

populationを想定するよりは，結合力の強度の増加(界

面活性，細胞膜の電荷などの変化による)のために，

Rosette形成の操作によるリンパ球とヒツジ赤血球の

解離がおさえられることによるのではないかと考えて

いる。

E-R結合のメカニズム

前にも述べたように， E-R形成がし、かなる受容体ある

いはカによって結合するのかは解明されていない。従っ

て，今回はこれに対して参考となると思われる成績を羅

列するにとどめる。

第1に，細胞は生きていなくてはならないお)。第2に

E-Rには温度依存性がある。第3に血清依存性がある。

3 

第4に抗リンパ球血清(ALS)によって抑制される3)。第

5にリンパ球をあらかじめ PHA又は ConAとともに

培養 (30分)すると増加する5)。第6にリンパ球をヒツ

ジ赤血球膜抗原で370C30分培養すると抑制される。さ

らに形態学的観点からは，ヒツジ赤血球と結合する部位

は microvilliに局在することなどがあげられる。

さらに EDTA， Trypsin32)そして sodiumiodoace-

tateによる抑制6)からこの反応には2価イオン，及び

glycolyticな系路の必要性が考えられる。

われわれは Boyden36)，山中33)の方法によりヒツジ赤

血球のストローマ，及び可溶性抗原を取り出しこれとリ

ンパ球培養後の Rosette形成に対する影響を見たが，

Gergelyとは逆に抑制効果を認めなかった。

E-Ro配tteの応用

E-Rが比較的容易にヒト Tcellの割合を示すという

ことから，その本態は不明のままで現在までに種々の応

用がなされてきた。

対象がヒトであるということから，特に臨床面(すな

わち疾病との関係)で興味深い成績が得られているよう

であるc

E-R率が問題となる疾患としては，リンパ系組織の腫

蕩，形成不全，機能不全などがあり，従って自己免疫病，

免疫不全，本態不明のいわゆる難病にも応用される。

Layl)は Burkittlymphomaでは0%であったと報

告しており，その他慢性リンパ性白血病では大部分が

E-R率の著明な減少がみられることから， B cell origin 

であることが確かめられた4)，11)，27)。しかし T cell ori-

ginのものもわずかながらあること27)も分ってきた。

Luckasenら8)は primaryimmunode五ciencydisease 

を調べ， E-R，及びEAC-R値は正常であるが， EAC-

R形成リンパ球に機能不全のあることをみた。又 Sar-

coidosisで E-Rの低下をみた報告もある4)。

表 2-1 疾患別末梢血中リンパ球の E-R値の例

Disease 
E-Rosette 

(%l 

Normal A 62 

Normal B 45 

乱1ycosisfungoides 16 

S.L.E. 22 

Dermatomyositis 30 

Sezary syndrome 10 

Malignant thymomaキ 94 

* Thymomaの tumorをメッシュで Suspension
にしたものを用いた
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Disease 

表2-2 SLE患者の E-R値変動

6.25 7.2 8.6 

I 48 I 41 S.L.E. (%) 37 

われわれは金子との共同実験で，種々の疾患の患者の

末梢リンパ球の E-Rを調べてみた。その一部を表2-1

に示す。

Mycosis fungoidesは皮膚科でみられる悪性腫場で

あり， SLE， Dermatomyositisは自己免疫病と考えられ

ている。 Sezarysyndromeは現在では Tcell origin 

と考えられる異型細胞(写真4)の末梢血中出現，皮膚浸

潤を特徴とする疾患である。最後の malignantthy・

momaは，外科的に摘除したものを meshを通して

suspenslOnにし，調べたものである。 Mycosisfun-

goidesは悪液質に入ったもので Tcellの低下が認めら

れ， SLE， Dermatomyositisでもやや低値をとるよう

である。 Sezarysyndromeでは Broome34)らの成績と

逆の結果が出て，著しい低下が認められた。このことに

ついては本年の日本網内系学会総会で報告したので，詳

細を省く 35)。

次に表2-2であるが，これは SLEの患者 1名につき

経過を追って調べたものである。中で著しく低値を示し

た時期はこの患者の増悪期と一致していた。このよう

にE-R値は病状との関係からみても面白い成績が得ら

れるようで，今後とも例数を重ねることが必要と思わ

れる。

これまで臨床面での E-Rの応用に重点を置いてきた

が，その他にもTcell， B cellの混合 populationから

T cellのみをかなりの純度で取り出すことも可能であ

り8)，このように取り出した高純度の Tcellを用いた

基礎実験も考えられる。

さて免疫学の進歩にともない，その主役となるリンパ

球の解明が進み，現在では thymus-derived リンパ球

(T cell)と bonemarrow (Bursa-equivalent)-derived 

リンパ球 (Bcell)の存在には異論のないようである。

この2種のリンパ球を区別するために，マウスにおける

θ抗原発見後，両細胞に対する種々のマーカーが見い出

されてきた。しかしヒトにおける E-R現象はその発見

の端緒において，これまでのマーカーとは幾分異なる意

味を持ち，又その本態についても本質的な差が感じられ

る。ただ E-R形成細胞と Tcellの結びつきといった，

多分に偶然性の中から生まれたこの現象は，今までの医

学の歩みがそうであったように，その方法の簡便さと結

7.10 。οっ
“

円
tヮ“

巧，，

同一

7

a一
1

9

D
一
弘

27 

8. 13 9.17 

33 33 55 

果の重要性を認識された現在特に臨床方面での応用に有

効と信ずる。しかしこの E-R現象のメカニズム解明は，

これからの，われわれに荷せられた課題として，おおい

に追求されねばならない。

本稿を終るにあたって， AETを合成して下さった本

研究所化学部門の関川勲助教授，並びに臨床例の検査に

御協力下さった医学部皮膚科金子史男助手に感謝の意、を

表します。
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写真 1 E-Rosette形成リンパ球。突起によりヒツジ赤血球 (E)と結合Lている

写真2 E-Rosette 写真3 AET処理 E-Rosette

写真4 Sezary Syndrome患者末梢血中の Sezarycell 
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