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緒 言

近年末梢血単球一組織貪食細胞系の機能は,

特 に免疫反応 との関連において しだいに明 らか

にされつつある.し か し未だ不明な点 も多く,

殊 にアレルギ一疾患 と末梢血単球 との関連につ

いては,詳 細な観察がほ とん ど行われていない.

末梢血単球 は通常のMay-Giemsa染 色 等では,

一 部の リンパ球 と鑑別困難なことが しば しば あ

り,従 って単球を特異的に染色す ることが,そ

の役割 を研究する上で重要 とな りつつある.

末梢血単球の特 異的染色法は, 1958年Wac

hsteinお よびWolf1)がnaphthol-AS acetate

を用 いて,末 梢血お よび骨髄 中の単球のnon

specific esterase活 性 を検討 した ことに端 を発

している.そ の後Luffler2)は 同 様の検 討を行

っているが, 1964年Fisherお よびSchma1zl3)

は,単 球 中に高いnonspecific esterase活 性 が

認め られかつsodium fluoride (NaF)に よ り本

活性は阻害 されることを見出 した.ま たSch

malzlお よびBraunsteiner4)は, 1968年 種 々の

細胞化学的染色 を末梢血および骨髄中の単球に

試み,単 球中ではNaF-sensitiveなesterase

活性 が最 も高いことを示 した.そ して1971年,

 Ansleyお よびOrnstein5)は, alpha-naphthyl

butyrateをsubstrateと して,ま たcouplerと

してDavisお よびOrnstein6)の 見 出したhe

xazonium pararosanilineを 用 い,白 血球 自動

分類に応用 した.

現 在ひろ く行 われてい る単球の特異的染色法7)

は,上 に述べたような方法をmodifyし た もの

であるが,い ずれ も塗抹標本 を作製 し,固 定,

染色 を2段 階に分けて行 うため,そ の手技は煩

雑であ り,末 梢血単球の絶対数 を算定す るには

不適当であ り,自 動 分類では高価な算定器を必

要 とする.

そ こで,ア レルギー疾患(特 に気管支喘息)

における末梢血単球 の役割を検討するため,著

者はAnsley, Braunsteinerら の 方法 をmodify

し,通 常の 白血球数 算定 と同様の手技で,固 定,

染 色 を同時にかつ短時間に行いうる,簡 易な末

梢血単球の直接算定法を考案 し,ま た健康人に

おいて従来のMay-Giemsa染 色標 本 さらにPe

roxidase (McJunkin法)染 色標 本 による間接

法 との比較に より,本 法の信頼性について検討

したので,そ の概略 を報告する.

対象 ならびに方法

対象: 40名 の アレルギ一性疾患,感 染症等を

有 しない健康人(男 女各々20名,年 令20～65才,

平均35.7±14.3才)よ りヘパ リン加静脈血2me

を採 取 した.
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Direct Count of Blood Monocytes

Staining solutions:

Solutions 1)-5) are mixed together and for staining

Staining method:

Peripheral blood is diluted with the staining solution 

in a proportion of 1:10 in a standard leucocyte pipette

Blood monocytes stained with red-brown are counted 

in a Fuchs-Rosenthal chamber

(the magnitude of a microscope: •~200)

Fig. 1 Procedures for the direct count 

of blood monocytes

方 法:本 法 の 染 色 液 はFig. 1に 示 す ご と く で

あ る.基 質 とな るalpha-naphthyl butyrate溶

液 は, Sigma Chemical社 製alpha-naphthyl

butyrate (1.0gm=1.0ml)をdiethylene glycol

 50mlに 溶 解 し, stock solutionと し て 遮 光 瓶

中 に 保 存 し た. hexazonium pararosanilineは,

算 定 時 毎 に 以 下 の ご と く作 製 し た. 1.0gm so

dium nitrite (NaNO2)を 蒸 留 水10mlに 溶 解 し10

% stock solutionと す.ま た1.0gm pararosa

niline (Merk社 製)を, 2N HCl 10mlに 溶 解

し10% stock solutionと し遮 光 瓶 中 に 保 存 す る.

そ し てpararosaniline溶 液 を加 温 し 完 全 に 溶 解

し た 後, Saundersの 著 書8)に み られ るSchwal

beの 方 法9)をmodifyし, 0.1mlを 短 試 験 管 に

と りfreezer中 で 凍 結 させ た の ち,た だ ち に 等

量 のsodium nitrite溶 液 と よ く混 和,振 盪 し た.

こ の 混 和 液 に0.1M K2HPO4(pH6.0) 2.0mlを

加 え た.一 方 他 の 短 試 験 管 にalpha-naphthyl

 butyrate溶 液0.2mlを と り, 0.1M phosphate

 buffer (pH6.0) 5.0mlを 加 え よ く混 和 す る.以 上

2本 の 短 試 験 管 中 の 溶 液 を 混 和 し,こ れ にsa

ponin溶 液, formalin溶 液 を お の お の0.5ml

加 え,ろ 紙 に て ろ 過 後 直 接 算 定 に 用 い た.な お

saponin溶 液 はMerck社 製Saponin white

 pure〓 1.0gmを20mlの 生 理 食 塩 水 に 溶 解 し

stock solutionと し た.

また本染色液のpHは5.8-6.2で ある

ことを必要 とするが,一 般にpHは ほぼ

6.1で あ りその まま使用可能であ り, HCl

あ る いはKOHに よるpHの 修正は不要 で

あった.

染 色法:一 般の白球算定法に準 じ,白

血球算定用 メランジュールに被検血液を

1の 目盛まで採 り,直 接算定用染色液を

11の 目盛 まで吸い,数 分間室温に放置後,

 Fuchs-Rosenthal計 算 盤上にて, 200倍 光

顕下に赤褐色に染色 された細胞数 を算定

し,そ の値 に3.125を 乗 じて1cmm当 り

の単球数 を算出 した.な お被検血液は算

定 までsilicon加 工 試験管に入れ4℃ に

て保存 した.

従来の間接法による算定:白 血球数は

型のごと くBarker-Turk計 算 盤にて算

定 した.一 方塗抹標本は,空 気乾燥後May-Gi

emsa染 色(う ち20例 で はperoxidase染 色 も

施行)し,ま た比較のため白血球は100, 500,

 1,000, 1,500個 の4種 の分類 を行 ない,以 上の

白血球数およびその分類から1cmm当 りの単

球数 を算出 した.

成 績

1)末 梢 血単球esterase染 色 の特徴

単球は,被 検血液お よび染色液をメランジュ

ールに とればただちに染色されるが
,算 定前に

1な い し2分 メランジュール内に置いた場合に,

色 調がよ り強 まる傾 向が観察 された. Photo

1, 2お よび3は,染 色 された単球の200, 400

お よび1,000倍 光 顕下 でのそれぞれの像である,

写 真に示 され るごと く,好 中球,リ ンパ球,好

酸球は全 く染色されず,好 塩基球 も全 く染色 さ

れ ない.一 方単球は赤褐色に濃染 され,他 の白

血球か ら容易に鑑別可能 である.低 倍率の像で

は,単 球 はび慢性 に染色されて見えるが,高 倍

率 では細胞質が淡 くび慢性に染色 された中に,

さ らに濃染 された顆粒が散在性 に認め られ,こ

の顆粒がlysosome顆 粒 に一致 する ものと考

えられ る.な お一度染色された単球の色調は,

 12時 間 以上の長時間にわた り不変であった.

2)直 接算定法 と間接法 との相関
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Photo 1 Microscopic view of stained monocytes (•~200)

Photo 2 Microscopic view of stained monocytes (•~400)
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Photo 3 Microscopic view of stained monocytes (•~1,000)

40名 の健康 人において,本 法によ り算

定 した単球数 と, May-Giemsa染 色標本

より間接的に算定 した単球数 を比較検討

した.ま た うち20名 についてはperoxi

dase染 色(McJunkin法)標 本 とも比較

検討 した.そ の結果40名 の平均単球数は,

直 接法 では245±91/cmmで あ った.

Fig. 2に 示す ごとく,白 血球100個 分 類

時の平均単球数は,直 接法による平均値

と比較的近似 している.一 方 うち20名 の

直接法 による平均単球数 は258±96/cmm

で あ り, Fig. 3に 示 す ごとく,こ の群 を

peroxidase法 に より100個 分 類 した場合

の平均単球数 は,や や高値 を示 している

が,こ れ も比較的近似 していると言える.

次 に個 々の例 について単球数の相関 を検

討 してみる と, Fig. 4に 示 す ごとくMay-

Giemsa法 で は相関係数r＝0.69, peroxi

dase法 で はr=0.80と,両 法 ともばらつ きが大

き く,単 球のごとく比較的数の少ない白血球で

は,塗 抹標本上100個 の みの分類でその絶対数

を算定すると,非 常な誤差 を生 じ信頼性に乏 し

い値になると考えられる.白 血球500個 まで分

Fig. 2 Correlation between the direct and the indirect method 

of counting monocytes in each number of white blood cells 

calculated

類 した場合 には, Fig. 6に 示 す様にMay-Gie

msa法 お よびperoxidase法 それぞれ との相関

係数 は, r=0.87, r=0.95で あ り, 100個 分類時

に比べかな り良好な相関が認め られるが, May-

Giemsa法 で はまだか な りのばらつきがみ られ
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Fig. 3 Correlation between the direct and 

the indirect method of counting monocytes 

in each number of white blood cells calculated

えられる.な お本法による単球数

は, May-Giemsa法 お よびpero

xidase法 に よる.単球数のほぼ 中間

的な値 をとることが, Fig. 2お よ

びFig. 3よ り示唆 される.

3)染 色性の経時的変化の検討

 採血および染色液の調製 をほぼ

同時に行い,そ の直後および1時

間毎に10時 間後まで, 5症 例 につ

いて単球の被染色性 を検討 した.

 Fig. 8に 示 すご とく, 5症 例 の平

均単球数は直後では267/cmmで

あ り,そ の後次 第に色調の淡 くな

る傾向が認め られたが,平 均単球

数 としては7時 間後位 までほぼ一

定 してお り,そ の後8, 9, 10時

間後には急速に減少傾向が認め ら

Fig. 4 Correlation between the direct and 

the indirect method of counting monocytes

る.一 方白血球1,000個 分 類時には, Fig. 6に

示す ごとく各々r=0.93, r=0.98で あ り,ほ ぼ

信頼しうる値 であろうと考え られ る.最 後に,

白血球1,500個 ま で分類 した場合,両 者の相関

係数は各々r=0.97, r=0.99で あ り,非 常に良

好な相関関係が認め られた(Fig. 7).

以 上示 したごと く,今 回著者の考案 した末梢

血単球の直接算定法は,一 般 に白血球 を塗抹標

本上少な くとも1,000個 ない し1,500個 分類 し

た場合に匹敵す る信 頼性の高 い方法である と考

れた.こ の次第に色調の淡 くなる傾 向は,被 検

血液を室温に放置 した場合 には, 4℃ 保 存の場

合 よりやや 著明であったが, 7時 間 を過 ぎてよ

りの染色性 の急速な低下は,双 方の場合で認め

られた.こ の染色性の急速な低下の原因が,血

液す なわ ち単球中のesterase活 性 の低 下 に あ

るのか,あ るいは染色液にあるのか を検討 した.

そ の結果 をTable 1に 示 しているが,調 製直後

の染色液であれば採血後8時 間以後 でも染色状

態は良好であ り,一 方染色液調製後の時間の経
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Fig. 5 Correlatinn between the direct and 

the indirect method of counting monocytes

Fig. 6 Correlation between the direct and 

the indirect method of counting monocytes

過 とともに,採 血直後 であって も次 第に染色能

力が低下 し, 8時 間以上経過す るとその傾向は

特に著明であった.す なわち,染 色性の低下の

原因は主 として染色液の側 にあ り,比 較的不安

定であるとされ るhexazonium pararosaniline

に起 因する もの と考 えられた.以 上の結果 より,

被 検血液は4℃ 保存の場合かな り長時間(約10

時 間)算 定可能 であるが,染 色液調製後は可及

的すみやかに算定するこ とが必要である と考え

られた.

考 案

組 織,細 胞 化 学 的 方 法 は,今 日基 礎 医 学,臨

床 医 学 の 分 野 で ひ ろ く用 い ら れ て い る.そ して

そ の 一 領 域 で あ る と こ ろ の 酵 素 化 学 的 方 法 は,

 1939年Gomori10)や 同 時 期 に 高 松11)が, sodium

 glycerophosphateお よ びcalcium nitrateを 用

い たa1kaline phosphtase検 出 の 組 織 化 学 的 テ

クニ ッ ク を 開 発 し た こ と に ま で さ か の ぼ る,

 1944年Mentenら12)は, alkaline phosphatase
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Fig. 7 Correlation between the dirct and 

the indirect method of counting monocytes

Fig. 8 Changes in the number of stained 

monocytes by the time after drawing blood 

and preparation of the staining solution

Table 1 

Staining conditions of monocytes 

regarding solution and blood samples

の 検 出 にnaphtholの 燐 酸 エ ス テ ル お よ びdi

azonium saltを 導 入 し た.一 方nonspecific

 esteraseに 関 す る 研 究

は, 1949年Nachlas

お よ びSeligman13)が

beta-naphthyl acetate

とdiazonium saltを

導 入 し た こ とに 始 ま る

と考 え ら れ る.そ の 後,

基 質 と し て 種 々 のna

phthol化 合 物 が 合 成 さ

れ 応 用 さ れ た が, 1958

年Wachsteinお よ び

Wolf1)が,血 液 単 球 が

他 の 細 胞 に 比 較 して 著

し く強 いnaphthol-AS-

acetate esterase活 性

を示 す こ と を 報 告 し, 3年 後Loffler2)は 同様 の

検 討 を 行 っ て い る. 1964年FisherとSchmal

zl3)は,単 球 の 強 いnaphthol-AS-acetate es

terase活 性 が, sodium fluoride (NaF)に よ り

著 明 に 抑 制 さ れ る こ と を 見 出 した.ま たSchma

lzlお よ びBraunsteiner4)は, 1968年 種 々 の 酵 素

化 学 的 染 色 を 末 梢 血 お よ び 骨 髄 中 の 単 球 に 試 み,

単球 中 で はNaF-sensitiveなesterase活 性 が

最 も 高 い こ と を 示 し た.そ して1971年, Ansley

お よ びOrnstein5)は, alpha-naphthyl butyrate

を 基 質 と し,ま たcoup1erと し てDavisお よ

びOrnstein6)の 見 出 し たhexazonium pararo-
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sanilineを 用 い,単 球 中 に の み 強 いesterase

活 性 を 認 め る こ と を 見 出 し た.

今 回 の 末 梢 血 単 球 の 直 接 算 定 法 で も彼 ら の 方

法 に 従 い, substrateと し てalpha-naphthyl

 butyrateを, couplerと し てhexazonium pa

rarosanilineを 用 い た.彼 らの 方 法 で はalpha

naphthyl butyrateを 用 い た 、 彼 ら の 方 法 で は

alpha-naphthyl butyrateは0.5%, hexazoni

um pararosanilineは3.0%の 濃 度 の もの を用 い

た が,著 者 は こ れ ら の 濃 度 を そ れ ぞ れ2.0%お

よ び10.0%に 上 げ よ り強 い 染 色 性 を得 た.ま た

hexazonium pararosanilineを 作 る に 当 っ て は

特 に 注 意 を 払 っ た.こ れ は10% pararosaniline

溶 液 と等 濃 度 のsodium nitrite (NaNO2)よ り

作 る の で あ る が,室 温 で は ほ とん ど反 応 せ ず.

末 梢 血 単 球 は 全 く染 色 さ れ な か っ た.そ の た め

Schwalbeの 方 法8,9)に 準 じ, pararosaniline溶

液, sodium nitrite溶 液 を 氷 水 中 で 冷 却 す る と,

よ り安 定 し たhexazonium pararosanilineを 得

る こ と が 可 能 で あ り,単 球 は 良 好 に 染 色 さ れ た.

しか し こ の 手 技 は か な り煩 雑 で あ る た め,短 試

験 管 にpararosaniline溶 液 を 採 りfreezerに

て 凍 結 させ た 後, sodium nitrite溶 液 と よ く振

盪 させ な が ら 反 応 させ る こ とに よ り,安 定 し た

化 合 物 を 得 る こ と が 可 能 で あ っ た.

血 液 細 胞 の 直 接 算 定 法 は,末 梢 血 好 塩 基 球 に

つ い て, Moore14), Kovacsl5), She1ley16)ら に

よ りな さ れ,さ ら に 木 村 ら17)は 容 易 に 臨 床 に 用

い る こ との 出 来 る 好 塩 基 球 及 び 好 酸 球 の 同 時 直

接 算 定 法 を考 案 し た.彼 らは,視 野 中 の 白 血 球

に 干 渉 す る赤 血 球 の 影 響 を 除 くた め,溶 血 毒 で

あ るsaponinを 用 い て い る. Saponinは ま た

monocyte esteraseのinhibitorをinactivate

す る18)と 考 え ら れ て お り,著 者 も溶 血 の た めsa

poninを 用 い た.し か しalcoholはesteraseに と

っ て き わ め て 有 害 で あ る19)た め,彼 ら の し ば し

ば 用 い たalcohol saponin溶 液 は 使 わ ず,生 理

食 塩 水 に 溶 解 し て 用 い た.ま た 染 色 液 を よ り安

定 と す る た め, pH6.0のphosphate bufferを

加 え,こ の た め 直 接 算 定 用 染 色 液 のpHは6.1

前 後 と な り,調 製 後 のpHの 修 正 は 不 要 と な っ

て い る.固 定 に は 型 ど お りの10% formalinを

用 い た.

本法の染色原理は以下のご とくに考 えられ る.

す なわち,基 質であるalpha-naphthyl buty

rateは 単 球中のnonspecific esteraseに よ り加

水分解 され, alpha-naphtho1とbutyric acid

とな る.そ の結果生 じたalpha-naphtholはhe

xazonium pararosanilineと 結合 し,細 胞内で

不溶性の化合物 を作 り赤褐色 を呈す る.こ れは

低倍率光顕下 では,細 胞質があたか もhomoge

neousに 染 ったかに見 えるが,高 倍率 では細胞

質が淡 く染 った中に,さ らに識別可能 な褐色の

顆粒が散在性に認め られ,こ れが1ysosome顆

粒 に一致す るもの と考えられ る.

この様な組成および染色原理 よ りなる本染色

法の信頼性 を,従 来の塗抹標本による間接法 と

の比較によ り検討 した.そ の結果,本 法による

単球数は,塗 抹標本上で少 くとも白血球1,000

個 以 上分類 した値 に近似 してお り,本 法の信頼

性 は非常 に高い と考え られた.と ころで本法に

よる単球数はMay-Giemsa染 色標 本 より算出

した単球数 よ りわずかに少い傾向にあ り,一 方

peroxidase法 に よる単球数 よりやや 多い傾向が

示唆 された.こ れは,本 法によ り染色 された単

球の一部 には, 200倍 光顕下で観察 して も,被 染

色性の低 い単球が認め られ,ご く一部には全 く

染色 されない単球 もあるであろうため と考えら

れる. Kaplow20)も, alpha-naphthyl acetate,

 fast blue BBを 用 いたnonspecific esterase染

色 とperoxidase染 色, acid phosphatase染 色

のcombination stainに よる検討で, 6%の 単

球 ではnonspecific esterase活 性 が認められず,

 peroxidase活 性は11%の 単球で検出されなかっ

たとしている.こ の様な理由により,本 法によ

る単球数 はMay-Giemsa法 とperoxidase法 に

よる単球数 との中間的な値 をとるもの と考えら

れる.

また通常のesterase染 色 では,単 球が び慢

性に染まる以外に,一 部 リンパ球 で染色顆粒が

み られる5,21)と されているが,本 法では確認し

得なかった.

一 方
,今 回対象 とした健康 人40名 の本法によ

る単球数 は245±91/cmmで あ り, Meuretら22),

 Munanら23)の 示 した値 よ りやや低値 であるが,

これはヘパ リン加血液であるこ と,静 脈血であ
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ること,わ ずかではあるが染色されない単球が

あること等に よる もの と考 えられ る.

本染色液の染色性につ いての検討では,染 色

性は主 としてhexazonium pararosanilineの 安

定性 に依 存す るもの と考 えられる. diazonium

 saltは 不安定な ものである19,24)ことは,ひ ろ く

知 られてお り,安 定な化合物 を必要 とす るため,

調 製時毎に作 るこ とが必要 とされ,か つ低温下

での反応が肝要 である.そ のため今回は, free

zer中 でpararosaniline溶 液 を凍結させたのち,

 sodium nitrite溶 液 と反応させた.こ の手技に

よ りhaxazonium pararosanilineは 安 定 な も

のとな り,臨 床上問題はない と考えられた.し

か し染色液調製後約7時 間がcritical pointで

あ り,調 製後は可及的すみやかに使用すること

が望ましいと考 えられた.

またalpha-naphthyl butyrate溶 液 は,古 く

なるにつれphosphate bufferと 結 晶 を作 り易

くな り,染 色性 も低下す る傾向が認め られるた

め, 5～6ヶ 月毎に新たに作 り変 えることが推

め られる.

なお本法は,末 梢血だけでな く,分 離 した単

核球中の単球,気 管支 ・肺領域ないし腹腔ma

crophageの 同定に もも応用 しうるものと考え

られ る.

結 語

alpha-naphthyl butyrateお よ びhexazoni

um pararosanilineを 用 いた簡易な末梢血単球

の直接算定法 を考案 した.本 法では,単 球のみ

赤褐色に染色 され,他 の白血球 との鑑別 は容易

であり,通 常の白血球数算定法 と同様の方法 で,

短時間に末梢血単球数の算定が可能であった.

本 法による健康 人40名 の末梢血単球数は, 245

±91/cmmで あ り, May-Giemsa染 色標本お よ

びperoxidase染 色 標本 より間接的に求めた単

球数 との比較では,前 者 よりやや低値,後 者 よ

りやや高値 である傾 向が認め られたが,一 般 に

塗抹標本上,少 な くとも白血球1,000個 以上分

類時に匹敵する信頼性の高い方法であると考 え

られ た.

本 法は,日 常臨床 に充分応用可能 であ り,さ

らにmacrophageの 検 索に も応用し得 るもの と

考 える.

稿 を終るにあたり,ご 指導,ご 校閲を賜 りました

恩師木村郁郎教授に深謝いたします.さ ちに直接ご

指導,ご 教示いただいた谷崎勝朗講師(現 三朝分院

講師)に 深謝いたします.

なお本論文の要旨は,第41回 日本血液学会総会(昭

和54年4月6日)に おいて発表 した.
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Studies on paranumerical changes of blood monocytes 

in bronchial asthma

Part 1. Studies on the direct counting method of blood 

monocytes

Katsumi AKAGI

Second Department of Internal Medicine, Okayama University 

Medical School

(Director: Prof. I. Kimura)

A new, simple method for direct count of blood monocytes, was developed using alpha

naphthyl butyrate and hexazonium pararosaniline. This method enables us easily to 

differentiate monocytes specifically stained red-brown from other white blood cells in the 

same manner of enumeration of WBC.

The average of absolute monocyte count in 40 healthy volunteers was 245•}91/cmm, 

slightly less than the number indirectly calculated from May-Giemsa stained smears and 

slightly greater than the number from peroxidase stained smears. In general, this new 

method seemed to be as reliable as the indirect method differentiating 1,000 leukocytes 

or more in blood smears. Thus, the method described in this paper can be used in ordinary 

laboratories and is also applicable to identification and enumeration of macrophages.


