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顕 微 鏡下 に お け る 血 液 型判 定 に 関す る研 究

I ． ヒト組織 ． 細胞内 A B O く印 および L e w i s 活性検出による血掩型判定
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微小な組織片か らの 顕微鏡 レ ベ ル で の 血 液型 判定法を確立す る 目的 で ， 剖検お よ び外科手術時採取

され た と 卜健常組織内の A B O く恥 L e wi s 括性分 布を， 酵素抗体法お よび 螢光抗体法と市販 の マ ウ ス モ

ノ ク ロ ー ナ ル 抗体
， 博識 ul e x e u r o p a e u s a g gl u t in i n ．I レ ク チ ン を用 い ， 免疫組織化学的に 検討し た． その

結果 ， ア ピ ジ ン 憫ビ オ チ ンーペ ル オ キ シ ダ ー ゼ複合体法が， 血 液型活性 の 細胞内局在の 検索に 適 して い た ．

赤血 球抗原型 が L e くa －b 十 上製 ドナ ー

の A B O く印 活性 に つ い て は， そ の A B O 式血 液型と同 一

の 活性が

肺く肺胞 ．気管支上皮
， 気管支掛 ， 肝臓 く頬洞内皮， K u pff e r 屋細胞， 大型肝内胆管上 劇 ， 腎臓 く遠位曲

弧 集合管， 腎孟 粘掛 ， 膵臓 く腺房細胞I ， 顎下腺 傭液 ． 奨液腺， 導管ほ ， 結腸遠位部く下 行結腸か ら

直腸ま でJ を除く 消化管粘膜 に 認め ら れ た． L e くa 十卜十卜型 顎下腺粘液腺部と小 腸粘膜 に は ド ナ ー

と同山
－

の A B O くHl 活性が示 さ れ
， 血管内皮細胞と赤血球 に は常 に 血液型 と同 叫 の 活性が認 め られ た

．
L e wi s 活

性に 関し ては， L e w i s 式血 液型 に 関係なく ， L e 惰 性 が肺 肺 胞． 気管支上皮l ， 腎臓 く近位曲部
，
集合管，

腎 卦 と膵臓 く腺房細胞， 小型 な い し中型 導管上皮l で 陽性で あ っ た ． Le
b 活性 は L e くa － b ＋1 塾 の 気管

支上 凰 腎孟粘膜 と膵臓腺房細胞 ，
並 び に ド ナ

ー

の L e wi s 型 に 関係な く膵臓の 大型 導管上皮に 認め られ た．

L e くa －b ＋ ト型試料の 肝内胆管上皮 は L e
a

，
L e b 両活性 を有し たが ， L e くa 十卜十卜型で は L e

b

活性は認 め難
か っ た ． 顎下腺粘液腺部 で は ， L e くa M b ＋1 塾 で 主 に L e b 活性が 分布 し， Le くa 十b l 型 で は両活性 とも に

検出さ れ た－ L eくa L b 十J 型 の 食通 お よ び胃粘膜 は L e b 活性が 陽性で， L e 慣 性 は ほぼ陰性で あ っ た ．

一 方
，

Le くa ＋bTl 型 の 胃粘膜， 小腸粘膜 に は 両活性が認 めら れ た． 結腸近位部で は， L e a
，
L e
b

括性の い ずれ か

また は 両者が陽性で ， 互 い に 異 な る局在 を示 し たが
， 結腸遠位部 で は L e 慣 性が分布の 主体 をな す傾向に

あ っ た ． 血管内皮細胞と赤血球 は L e w i s 活性陰性 で ， 中枢神経系， 心 筋細胞
， 脾臓， 甲状腺並 び に 副腎は

A B O く印 ，
L e w i s 活性と も に 陰性 で あ っ た ． 以 上 の 成績か ら

， 本研究で 用 い た 免疫組織化学的方法は， 微

小な じ 卜組織片か らの 顕微鏡 レ ベ ル で の A B O お よ び L e wi s 式血液型 判定 に有効 で あ ると い える．

K e y w o r d s f o r e n si c s e r ol o g y ， b l o o d g r o u pi n g ， A B O bl o o d － g r O u P S y St e m ，

L e w i s bl o od －

g r O u p S y St e m ， i m m u n o hi st o c h e mi st r y

微量 の 血 痕や 微ノJ l 組織片な どの 血液型判定に は， 解

離法り と混合凝集反応法2，が 用 い られ て い る ． 前者 は信

頼性そ の 他現 在最も秀 れ た方法と考 え られ る が， 血 痕

で は撚糸レ ベ ル の 試料量 を必 要とす る
． 後者は顕 微鏡

レ ベ ル の 試料 に 応用 で きる が， 判定 に 際 して 指示血球

の 混合凝集 を指標 と す るた め， 細胞内抗原の 検出は 不

可能で 厳密な意味で は細胞 レ ベ ル の 血液型検査法と は

言い 難 い ．

そ こ で著者 は血液型抗原 の 直接的証明 に よ っ て 対象

検体を よ り微量化し， 同時に 抗原の 局在を明 確 に知 る

ため ， 近年発展の 著 し い 酵素 お よ び蛍光抗体法の 法医

学的血液型検査 へ の 応用 に つ い て 一 連の 系統的研究 を

行 っ て い る
．
これ ら免疫組織細胞化学的方法を細胞 レ

ベ ル で の 血 液型判定に 導入す る に あた っ て は
， 種類並

A b b r e vi ati o n s 二 A B C
，
a Vidi n －b i ot in －

p e r O X i d a s e c o m p le x 妄 D A B ， di a m i n o b e n zidi n e ニ F I T C ，

fl u o r e s c ein is o t hi o c y a n a t e ニ L e ， L e w is ニ P A P ， p e r O X id a s e
－ a n tip e r o x id a s e 三 P A S ， p e ri o di c

a cid － S c hiff ニP B S ， p h o s p h a t e b uff e r ed s ali n e 三U E A ， ul e x e u r o p a e u s a g gl u tini n ．
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び に 条件 とも 様々 な法医学試料に つ い て 検査法 の 特異

性が まず確認 され な けれ ばな ら ず ，
さ ら に組織 ． 細胞

に つ い て は対象血液型抗原の 分布 あ る い は局在 を明 ら

か に して お く必要が あ る．
ヒ ト組織内に お ける血液型

抗原分布 に つ い て は こ れ ま で に も い く つ か の 報告
3 卜 9I

が あるが 上 述の よう な法医学的観点か ら総合的
． 系統

的に 検討 した も の はな い ．

本研究で は免疫組織化学的方法 に よ る細胞 レ ベ ル で

の 血液型判定法確立 を目的と して ， 剖検死 体諸臓器の

組織片に 酵素お よ び螢光抗体法 を適用 し， 使用 試薬 を

も含め て それ らの特異性や鋭敏度 な どに つ い て 比較 し

なが ら検討す ると 同時 に ， 血液型抗原の 各臓器組織内

分布お よ び細胞内局在 を検索 し た．

材料お よ び方法

I ． 材 料

1 ． ヒ ト臓器組織片

末棺血血液 の赤血球抗原型既知の 個体 くドナ
ー

う か

ら剖検 また は外科手術時採取 され ， 1 0 ％ホ ル マ リ ン 固

定保存 され た健常臓器 を用 い た ．

い 剖検材料

可及的 に 死後変化の 少な い もの を選択 した． 大脳
，

小脳 ，
心臓， 肺， 肝臓 ， 腎臓， 副腎， 牌臓， 膵臓， 顎

下腺お よ び甲状腺 は， L e くa
－

b 十1 型 10 例くA 型 5 例，

B 型 2 例， A B 型 1 例， 0 型 2 例1 と L e くa ＋b
－

ト型

4 例 くA ， B ， A B ， 0 塾各 1 例1 につ き検索 した． 脊

髄 は A ， L e くa
－

b ＋I 型 1 例 を用い た． 食道 は A ， L e

くa
－

b ＋1 型 と 0 ， L e くa
－

b ＋I 型各 1 例， 胃は L e くa
－

b ＋1 型 6 例 くA ， B 型各 2 例 ，
A B

，
0 型各 1 例l と L e

くa ＋b
－

1 型2 例 くA ， A B 型各1 例l ， 十 二 指腸お よ び

回腸 は L e くa
－

b ＋J 型 2 例 くA ， B 型 各1 例l と A B ，

L e くa ＋b
－

1 型 1 例， 大腸 は L e くa －b ＋ト型 2 例 くA ，

B 塑各 1 例コ に つ い て検索 した ．

2つ 外科手術材料

本研究で は消化管組織 のみ を用 い た ． す な わ ち， 0 ，

L e くa － b ＋1 型食道1 例， L e くa p b ＋ ト型 胃 6 例 くA

型 3 例 ，
B
，
A B

，
0 型各 1 例l と L eくa ＋b －1 型胃 4 例

くA 型 2 例
，
B
，
A B 型各 1 例I お よ び A

，
L eくa

－ b ＋J

型 回 腸と結腸， 0 ， L eくa － b ＋1 塾 S 字状結腸， A B 型

直腸各1 例 を検索 した ．

2 ． 光顕用組織切片作製

上記組織片か ら式の ごと く パ ラ フ ィ ン 切片を作製，

適宜卵白グリセ リ ン で ス ライ ドグ ラ ス に 貼付 川 し， 脱

パ ラ フ ィ ン後， 実験 に 用 い た ．

工工 ． 免疫組織化学的方法

1 ． 酵素抗体法1 り

A B O 式， L e w i s 血液型活性 の 検出に は ア ピ ジ ン ビ

オ チ ン ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 複 合体 くa vi di n － bi o ti n －

p e r o x i d a s e c o m pl e x ， A B Cl 法
1 2
憧 適用 した． また

，

0 岬り 活性 に つ い て は ， 同時に ペ ル オ キ シ ダ
ー ゼ標識

ul e x e u r o p a e u s a g gl u ti ni nTI くU E A
－n レ ク チ ン を使用

し直接法
1 31 で も 検討 した．

い 内因性 ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ阻 止
川

酵素抗体法の 適用 に あた り， 組織切 片 をあ ら か じめ

0 ． 0 7 4 ％塩 化水素， 0 ． 3 ％過 酸化水素添加100 ％メ タ

ノ ー ル 溶液 に 室温で 30 分間浸潰 し， 内因性 ペ ル オ キ シ

ダ ー

ゼ活性 を失宿させ た．

2 I A B C 法操 作手順 川

A B C 法 は， 2 ％正常 ヤ ギ又 は ウサ ギ血清 での 前処理

一 1 次抗 体 っ 洗 浄 － ビ オ チ ン 化 2 次抗体 一 洗 浄 う

A B C
一 寸 洗浄 一 呈 色反応 の 順序 で行 っ た ．

1 次抗体 と して， A お よび B 型 活性検出 に は ， マ ウ

ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 A ． I g M 抗体 はio t e st 社， L o t ．

N o ． 1 1 1 0 84
，
5 0 倍稀釈1 お よ び抗 B ．I g M 抗体くBi o t e s t

社， L o t ． N o ． 1 1 2 08 4 ， 4 0 倍 稀釈つ を， 0 くH H 型活性検

出 に は ， マ ウ ス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗 H ．工g M 抗 体

くCh e m b i o m e d 社， L o t ． N o ． 4 2 3 5 ， 5 0 倍稀釈l を用

い
，
通常室温で 2 時間， 続 い て 4

0

C で
一

昼夜反応させ

た． ま た， L e w i s
a

くL e
a

l お よ び L e w i s
b

くL e
b

l 活性検出

に は
，
マ ウ ス モ ノク ロ ー ナ ル 抗 L e a ．I g M 抗体e Bi o t e st

社， L o t ． N o ． 1 1 3 08 4
，
1 1 1 0 1 5

，
40 倍稀釈l お よび抗 L e b ．

I g M 抗体くBi o t e st 社， L o t ． N o ． 1 2 4 0 8 4 ， 1 1 1 0 2 5 ， 40 倍

稀釈ンを 1 次抗体 と して用 い た． な お
，

一 部の試料に つ

い て は
， 従来の 動物免疫抗血清 くポ リク ロ

ー

ナ ルう も

使用 し， マ ウス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 と比 較検討 した．

す な わ ち， ウ サ ギ免疫抗 A 血清， ヤ ギ 免疫抗 B 血 清

く東京標準血清， 各々L o t ． N o ．5 0－1 ， 各々 10 0 倍 お よ び

50 倍稀釈l ， ヤ ギ免疫抗 L e
8
お よ び抗 L e b 血清くO r th o ．

社 ， L o t ． N o ． L A 3 3 8 B お よ び L B 5 37 B ， 各 々50 倍

を使用 した．

2 次抗体 と し ては ，
上記 1 次抗体に 対応 す る以下の

抗体 を反応 させ た． す な わ ち， ア フ ィ ニ チ イ 精製 ． ビ

オ テ ン 化．抗 マ ウ ス I g M ヤ ギ血 清くT a g o 社， L o t ． N o ．

5 1 －0 6 － 01
，
1 0 0 倍 稀釈1 ， ウ サギ ま た は ヤ ギ工g G 検出用

V e c t a st a i n A B C k it くV e c t o r 社1 の ビオ テ ン化 2 次抗

体 を使 用 し， 室 温 で 60 分 反 応 さ せ た ．
A B C は

V e c t a st ai n A B C k it の もの を使用 時調整 し， 室温で

4 5 分反応さ せ た ．

ペ ル オ キ シ ダ
ー

ゼ反 応 は， 3
，
3
し ジ ア ミ ノ ベ ン チジ

ン e D A B1 2 5 m g を 0 ．0 5 M ト リス 緩衝液 くp H 7 ． 61

1 0 0 m l に 溶解， p H 7 ． 6 に 調整後 ，
過 酸化水素 を最終濃

度 0 ． 0 0 5 ％に な るよ う に 添加 し， 室温で 5 句 1 0 分程度

組織片 を浸潰 させ た ．
こ の 反応 に より茶褐色状 を呈 し

た 部位 が 活性 の 局 在部位 に 相 当 す る くG r a h a m
－
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K a r n o v s k y 法
1 6
り ．

なお ， 以 上 の 操作間の 洗浄 は 0 ． 0 2 M リ ン 酸緩衝食

塩水 くp h o s ph a t e －b u ff e r e d － S ali n e ， P B S
， p H 7 ．3I で 十

分に 行 っ た ．

3う 直接法操作手順

0 く印 活性検出の た め 1 ％ウ シ ア ル ブ ミ ン 加0 ．0 2

M P B S くp H 7 ．31 で組織切片を前処理 し， 続 い て ペ ル

オ キ ン ダ
ー ゼ標識 U E A －I レ ク チ ンくE ． Y 社， L o t ． N o ．

0 7 2 3 D
，
2 m gノ2 m l ， 4 0 へ 5 0 倍稀釈う を室温 で 2 時間反

応さ せ， P B S で 洗浄後， A B C 法と 同様 に 呈色 反応 を

行 っ た ．

4 う 核染色

酵素抗体法 に お け る 呈 色反応後， P B S で 洗 浄 し
，

M a y e r の へ マ ト キ シ リ ン 液ま た は 1 ％ メ チ ル グ リ ー

ン液で 核染色 を施 し
，
式の ごとく 脱水

， 封入 後， 光学

顕微鏡 で観察 した．

2 ． 螢光抗体法

い 間接法操作手順

マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 工g M 抗体 を前法同様 1 次抗

体 と し， 反 応 後洗 浄 し， A B 型 ヒ ト 血清 で 吸収 し た

fl u o r e s c ei n i s o th i o c y a n a t e くFI T Cン標識 ヤギ抗 マ ウ ス

I g M 抗体くC a p p el 社， L o t ． N o ． 2 1 1 3 6
，
2 へ 5 倍稀釈l

を室温 で 60 分反応さ せ た
．

2 I a vi d i n ， F I T C 法 操作手順

A B C 法の 場合 と同様に ， マ ウ ス モ ノ ク ロ ー

ナ ル 1 次

抗体 お よ び ビオ テ ン 化 2 次抗体 を反応 さ せ た 後，

a vi di n － FI T C くV e c t o r 社 ， L o t ． N o ． 4 0 2 2 1
，
30 旬 5 0 倍

稀釈う を加 え， 室温 で 60 分反 応さ せ た．

3う 直接法操作手順

0く印 活性 に つ い て は， FI T C 標識 U E A －I くE
． Y 社，

L o t ． N o ． 0 2 2 90 2
，
3 0 倍稀釈I を用 い た 直接法で も検討

した
．
こ の 場合の 反 応条件は室温 で 60 ノ ー 9 0 分 と した

．

以 上 の 蛍光抗体法染色後， 組織切片 を無螢光 グ リセ

リ ン で 封 入 し
，
ニ コ ン 落射螢光顕微鏡装置 X F－E F を

用 い U V お よ び B 励起法 で観察 した 川 ．

3 ． 対照試験

以上 の 酵素
， 螢光抗体法に お け る反 応の 特異性確認

の ため
， 以 下の 対照試験 潮1 鋸 を各染色方法 の 個々 に つ

い て行 っ た
．

1 う 1 次抗体の 代 わ り に 同
一

種属の 動物の 正 常血 清

を使用 く1 次抗体 の 特異性の 検討1 ．

2 コ ピ オ テ ン化 2 次抗体の 省略．

3 コ ピ オ テ ン化 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ
，
A B C あ る い は

a vi di n－FI T C それ ぞ れ 単独 で の 反応 く内因性ア ピジ ン

や ビオ テ ン の 検討う．

4 う内因性 ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ を除去後， 直接 D A B 反

応 く前処理 の 検討う．
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5 う直接法の 場合， 非標識 レ ク チ ン に よ る阻止 試験．

成 績

王
． 血 液型 活性検出 に お け る酵素お よ び螢光抗体法

の 特異性 と鋭敏度

1 ． 1 次抗体 の 比較検討

マ ウ ス モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体と動物免疫 ポリ ク ロ ー ナ

ル 抗血清を そ れ ぞれ 1 次抗体 とす る A lヨC 法の 染色結

果を比較検討 した と こ ろ， モ ノ ク ロ ー

ナル 抗体 で は問

質の 結合組織 な ど へ の 非特異的吸着が少 な く
，
し た

が っ て バ ッ グ グラ ウ ン ドが低 く なり血液型活性の局在

部位が明瞭 に 認め られ た．
こ の傾向は特に 酵素抗体法

で 明 ら か で あ り， た と えば 胃底腺壁細胞内 ． 核周囲部

に 認め られ る A B O く印 活性 で は， 動物免疫抗血清を

用 い た場合
，
壁細胞全体が茶褐色状 に染色 い ツ ク ダ

ラ ウ ン ドう さ れ， コ ン トラ ス トが悪 くな る の に 対 し
，

モ ノ ク ロ
ー

ナル 抗体 を使用 し た場合 は， 核周囲部 に存

在す る型 酒性の み を染色で き るた め明瞭な染色結果が

得ら れた ．

2 一 酵素抗体法 と螢光抗体法の比 較検討

本研究で は ホ ル マ リ ン 固定 ． パ ラ フ ィ ン切片 に酵素

お よ び螢光抗体法 を適用 し
， 特異性と 鋭敏度 を比較 し

た． その 結果
，
A B O く印 およ び L e wi s 活性 に つ い て

は前述の い か な る方法に お い て も特異性や鋭敏度 に は

大差 はな く
，
パ ラ フ ィ ン切片か ら でも ほ ぼ満足 す べ き

成績が 得ら れ た
．
な お

， 自己 螢光発光 は ごく微弱 で 塾

活性の 判定 に は影響 しな い 程度で あ っ た ． た だ し
，
肺

胞上 皮細胞 な どの 比較的弱い 括性の 検出に は背景が暗

視野 と な る螢光抗体法 がす ぐれ， 細胞 内小器官 な どに

局在す る活性の 検出 ． 同定に は組織 ． 細胞の 構造 を同

時に 観察 でき る酵素抗体法が適 して い た
．

工工 ． 血 液型 抗原 の 組織内分布

観察 し たす べ て の 試料組織片 に は， い ずれの 方法に

よ っ て も ほぼ 同様 の 血 液型活性の存在が観察さ れ ， 前

記対照試験 はす べ て 陰性で あ っ た ． また ， 0 く印 括性

に つ い て
，
モ ノ ク ロ

ー

ナ ル 抗 E 抗体と標識 U E A －工 レ

ク チ ンの 間 に 差は なか っ た ． さ らに
， 今回検索 した比

較的死後変化の 少ない 消化管 ■ 剖検材料と外科手術材

料の 間に は ， 光頭上
， 著明 な差異は認め られ な か っ た ．

以下 ， A B O ， L e w i s 式血液型 活性の 各々 に つ い て 臓

器組織別に 記載 す る．

1 ． A B O 式血液型 活性

大脳， 小脳 お よ び脊髄 こ ドナ ー の L e w i s 式血液型 と

無関係 に ， A B O 式血 液型 と同 一

の A B O く印 活性 が血

管内皮細胞 と赤血球に 認 め られ た が， 神経細胞， 神経

膠細胞お よ び神経線経で は陰性で あ っ た く囲 い ．

心臓 こ L e w i s 式血液型と関係 な く ，
心 筋 細胞 で は
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A B O 田う 活性 は陰性で あ り， 血管内皮細胞と赤血球

に ドナ ー と 同 一 の 型活性が 認め られ た．

肺 こ L e くa － b ＋I 型試料 で は血 液型 と同 一 の A B O

く印 活性が肺胞上皮細胞， 気管支粘膜， 気管支腺， 血

管内皮細胞お よ び赤血球 に 認め られ た． 肺胞上 皮細胞

の う ち大肺胞上皮細胞 で は細胞質 くび ま ん性っ と核周

囲 句 核上 部 く小樽状 旬 顆粒状I に A B O く印 活性が認

め ら れ
，

一 方肩平肺胞細胞 に も核周囲部 く小額粒状フ

と細胞質 に， A B O く印 活性が存在 して い た く図 2う．

一

方， L e くa ＋ b －1 型で は A B O くH l 活性 は血 管内皮

細胞
，
赤血球 に 限られ て い た．

ま た
，
A あ る い は B 型

ドナ
ー か らの試料の 一

部に は 同時 に 弱 い 0 く印 活性

も検出され た く図 3う．

肝臓 こ L e w i s 型 と無関係 に A B O 式血 液型 と 同 一

の

A B O く印 活性が肝類洞内皮細胞 ，
K u pff e r 星 細胞，

小葉間胆管よ り大型の 胆管上皮細胞， 血管 内皮細胞お

よび 赤血球 に認 め られ たが ， 肝細胞お よ び小 葉間胆管

上皮細胞で は 陰性で あ っ た ．
なお

，
K u p ff e r 星 細胞内括

性の 一 部 は小梓状 を呈 したく図 4 う． ま た， A あ るい は

B 型材料の
一

部 で 比較 的大型 の 胆管上皮， 血管内皮細

胞の 山 部 に微 弱な 0 く即 活性が同時 に 認め ら れ た．

腎臓 ニ L e くa
－

b 十1 型で は皮質深部 か ら髄質 に 存在

す る尿細管遠位曲部お よ び集合管上皮細胞 の管腔側，

腎孟移行上皮 ，
血管内皮細胞 と赤血球 に 血液型 と同 一

の A B O く印 活性が認 め られ た ． 特に 集合管上皮細胞

で は管腔 に面 す る細胞表面 に 明瞭な型 活性が認め られ

た の に 加 え， 核上 部細胞質内 と基底膜 に 微細 な額粒状

を呈す る活性 が存在 して い たく図 5 ， 6 I ． 尿細管遠位

曲部と集合管上皮管膿側 に 認め られ る型 活性 は皮質か

ら髄質 へ 移行 す る に従 い 明瞭に な っ た ．

一 方
，
L eくa 十

b
－

ン型 で は， 尿細管， 集合管上 皮お よ び 腎孟 粘膜 の型

活性は陰性で
，
A また は B 型試料 の

一

部 に 微弱 な 0

く印 活性 も同時に 認め ら れ た．

副腎ニ L e w i s 型と無 関係 に 血 管内皮細胞 と赤血球の

み に 血液型と同 一

の A B O く印 活性 が認 め られ た．

脾臓 こ L e w i s 型 と無 関係 に 赤牌髄内の 赤血 球と血管

内皮細胞に ド ナ ー と 同 一 の A B O く印 活性が認め ら れ

た が
，
白牌髄内の リ ン パ 球 は陰性で あ っ た ． ま た， A あ

る い は B 型試料の 一

部 で は微 弱な 0 く叩 活性も認め

られ た
．

膵臓 二 L e w i s 型と無関係 に ， 大部分 の 外分泌腺房細

胞 の核上部か ら核周囲部 で 主と して腺腱側 に ， 顆粒状

か ら小樽状を呈す る血 液型と同 一

の A B O く印 活性が

認られ た く図 7 J ． ま た， 1 例 の A
，
L e くa －b 十卜型試

料で は
， 所々 に A 型活性が 陰性 な い し微弱陽性の腺房

細胞が島状 に集合 して存在 して お りく図 8 う， 同部 で は

0 く印 活性 や L e
b

活性が明瞭 に 認め ら れ た．

一

般 に A

ま た は B 型試料の 腺房細胞 に は弱い 0 く印 活性が同

時に 存在 し
，
導管上 皮細胞 の 細胞質内 A B O くH ト活性

は 陰性 で あ っ た ． 血管内皮細胞 と赤血 球 に は血液型と

同
一

の A B O くH ン活性が常 に 認 め られ た が ，
ラ ン ゲ ル

ハ ン ス 島内分泌細胞は陰性 であっ た．

顎下腺 こ L e くa
－

b ＋ ト型 試料 で は粘液細胞 に ド ナ ー

の 血液 型 と 同 一 の A B O く印 活性が認め られ た が， そ

の 程度は腺房間で 異な っ て い た ．
L e くa

－

b ＋J 型の 襲

液細胞 の細胞質 に は比較的 び ま ん性 に 0 く印 活性が

認め ら れ た が， A また は B 清性 に つ い て は 陰性 で あ っ

た
．

一

方 ， L e くa ＋b
－

ト型討料 の場合， 粘液細胞 に は

ド ナ
ー

と 同 一

の 型活性 を認 め た が， 梁 液細胞 で は 0

く印 活性も含 め陰性で あ っ た ． 導管上 皮細胞 ，
血管内

皮細胞 お よ び赤血球 に は L e w i s 型 と無関係 に ， ドナ ー

と同 一

の A B O く印 活性が検出さ れ， A また は B 型 試

料の 一 部で は微弱 な 0 く印 活性も認 め られ た．

甲状腺 こ L e w i s 型 と関係な く血 管内皮細胞と赤血球

に 血 液型と同 一 の A B O くH 仁清性が 認 め られ た が， ろ

胞上 皮や ろ胞内 コ ロ イ ド は陰性 で あ っ た ．

食道 こ L e くa
－

b ＋1 型 試料で は， ド ナ
ー

と 同 一

の 型

惰性が 基底層以外 の 粘膜， 特に 有棟層で 明 瞭に 認めら

れ
，
重層扁平上皮 の 細胞間 に 一 致 し て観察さ れ た く図

9ン． 0 塾以外 の 試料で は 弱い 0 く印 活性 も同時に 検

出さ れ た．

胃 ニ L e くa
－

b ＋1 型試料 で は， 血 液型 と 同 一 の A B O

く印 活性が ， 表層粘液細胞， 胃底腺頚部副細胞 お よ び腺

裔内分泌粘液， さ ら に 大部分の 壁細胞 に認 め ら れたく図

1 0う．
こ の うち， 表層粘液細胞 お よ び副細胞 で は核上部

か ら細胞内粘液 に ， また壁細胞 で は細胞核周 囲の 多数

の 顆粒状
，
小梓状 また は 層状構造 に

一

致 して型 活性が

証明さ れ た く図 1 1う． また ， A お よ び B 型試料 で は同

時に 0 く印 活性 も認 め られ た．
L e くa ＋b 一巨型試料の

表層粘液細胞 ，
副細胞お よ び分泌 粘液は 型活性が ほ ぼ

陰性で あ っ た く図12う が ， 一 部 の 壁細胞 で は活性を認

め
， 細胞 内の 局 在様式 は L e くa 叫 b 十 卜型 と 同様 で あ っ

た ． ま た
， 胃底腺 の 主 細胞 は常 に A B O くH l 活性陰性

で あ っ た ．

十 二 指腸 へ

回腸 こ L e くa －b ＋I 型 試料 の 場合， ドナ ー

の 血液型 と 同
一

の A B O く印 活性が 吸収 上 皮細胞核上

部， 杯細胞 の 粘液内お よ び 吸収上 皮細胞刷子繚 に 特に

明 瞭に 検出さ れ た． ま た， A あ る い は B 型 試料 の－－一 部

で は
，
0 くHl 活性も 同時 に 認 めら れ た．

L e くa ＋b －J

型 に つ い て も 同様 の 成績が得られ た．

大腸 こ L e くa －b ＋I 型 の 盲腸 か ら横行結腸牌曲部付

近ま で は ， ドナ ー と同
一

の A B O く印 活性が吸収上皮

細胞や杯細胞 に お い て 上 部消化管 と比 べ 弱い なが ら認

め られ た ． しか し， 下行結腸か ら直腸の 正常粘膜に は
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A B O くB l 活性は 認 め られ なか っ た く図 1 3フ．

以 上 述 べ た消化管 で は L e w i s 式血 液型 と無関係 に ，

ドナ
ー の 血 液型 と 同 一 の A B O く叩 活性が検索し た 29

個体の 全例 で ， 血管内皮細胞と赤血球 に 認め られ た
．

骨格壬軌 平滑筋お よ び脂肪細胞 こ L e w i s 塾に 関係な

く， A B O く印 い ず れ の 活性も検出 され な か っ た ．

2 ． L e w i s 式血液型 活性

大脳
，
小脳お よ び 脊髄 ニ L e w i s 型 に 関係な く

，
L e
a

，

L e
b 雨晴性と も認め られ な か っ た

，

心 臓 こ L e wi s 型 に 関係な く， L e a
，
L e
b

清性と も 陰性

で あ っ た ．

肺 ニ L e くa
－

b 十I 型で は
一

部の 肺胞上 皮細胞で L e a

溶性が 検出さ れ たが ， L e
b 酒性 は陰性で あ っ た ． 気管支

上皮細胞と分泌粘液 に は弱 い L e 8
，
L e
b

活性が 認め られ

た． こ れ に 対 し， L e くa 十b －1 型 で は肺胞上皮細胞と

気管支上皮細胞 に L e a 晴性を認 めた が ， L e
b

酒性は 一

部

の 気管支上皮以外陰性で あ っ た ．

肝臓 二 L e w i s 型 に 関係 な く い ず れ の 肝 細胞 で も

L e w i s 活性 は認め ら れ なか っ た
．
L e くa

q

b ＋ ト型試料

の 比 較的大型の 胆管上皮細胞や小葉問上皮細胞 に は

L e
a

，
L e
b

両活性が認 め られ ， 特 に 管腱側で 明瞭 で あ っ

た く図14l ． こ れ に 対 し L e くa ＋b
－

I 型 の 小 薬間胆管

上皮細胞で は， L e a 活性の み 陽性で L e くa
－

b ＋1 型 と

同様 に 管腔側で 強く認 めら れ た． ま た
， 小葉間胆管よ

り大型 の 肝 内胆管上 皮細胞 は L e a 活性陽性 で L e
b

活性

は
一 部 を除き ほ と ん ど認め られ な か っ た，

腎臓 ニ ドナ ー の L e w i s 型 に 関係 な く， Le
a

活性 は 一

部の 尿細管く近位曲部う， 集合管上皮 お よ び腎孟粘膜表

面に 認め ら れ く図15l ， L e b 活性は L eくa N b 十I 塾 の 腎

孟粘膜に 検出さ れ た ． この う ち
， 集合 管上 皮の L e 8 活性

は内腱に 面す る表層部に 強く
，
ま た髄質深部 ほ ど その

強さ を増 し， 集合管上 皮の 細胞質 も染色さ れ る傾向に

あ っ た ． し か し
， 糸球体 メ サ ン ギ ウ ム 領域 で は清性を

認 めな か っ た ．

副腎， 牌臓 こ ドナ ー の L e wi s 型 に 関係な く， 活性を

認め なか っ た
．

膵臓 こ L e w i s 型 に 関係な く， L e
a

活 性 が 外分泌腺房

細胞 の 核上 部か ら腺脛側に
，
また 中程度以下の 導管上

皮細胞細胞質に 認め られ た く図1 6う． L e b 活性は大部分

の 腺房細胞 で 陰性 で あ っ たが
， 陽性腺房細胞が所々 島

状に 群集し て お り， そ の よう な細胞 で は同情性 は核周

囲部 に顆粒 あ るい は 小梓状 に 認 め られ た
． 前述 した A ，

L e くa －b ＋1 型 試料 で は こ の よ う な L e b 活性陽性群 は

A 括性陰性細胞群 に ほ ぼ
一

致 して い たく図17う．
ま た

，

L e
b

清性は太 い 導管上 皮細胞質と導管内分泌物 に び ま

ん性に 認 めら れ た
．

一 方 ， ラ ン ゲ ル ハ ン ス 島の内分泌

細胞で は L e w i s 活性 は陰性 であ っ た ．
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顎 下 腺 二 L e くa －

b ＋ H 乳試料で は， L e 8 活性 が ご く 一

部の 粘液腺細胞 で微弱に 認 め られ たが
， 梁液腺細胞で

は陰性 で あ っ た ． L e
b

活性 は ほぼ す べ て の粘液腺 に 明

瞭 に 認 めら れ， 大小 の 導管上 皮細胞内腱側や奨液腺細

胞 に も や や弱 い なが ら存在 して い たく図 弼 ．

一 方， L e

くa ＋b
－

1 型 の 粘液腺細胞 に は L e 惰 性 と比較的弱 い

L e
b

活性 が認 め ら れ たが
，
賛液腺細胞 で は雨晴性 と も

陰性であっ た ． ま た， 導管系で は介在部か ら線条部で

L e
a

，
L e
b 活性が 陽性であ っ た ．

甲状腺 ニ L e w i s 型と無関係 に す べ ての細胞成分と ろ

胞内コ ロ イ ドに は活性が認 めら れ なか っ た ．

食道 二 L e くa － b 十I 型食道粘膜の基底層を除く 上皮細

胞 と細胞間隙 に L e
b

活性が 認 め られ
，
ご く微弱 な L e a

清性も 同部 に 検出さ れ た．

胃こ L e くa － b 十 卜型で は粘膜表層粘液細胞 ， 副鯛胸

な どで L e
b

活性が 認め ら れ たく図1鋸 が ， L e
a

括性 は同

部 で陰性 な い し稀 に 部分的 に 微弱陽性 であっ た く図

20l
．
こ れ に 対 し L eくa ＋b

－

1 塑 で は， 表層粘液細胞や

副細胞は L e a 活性陽性 で ， 同時 に L e
b

活性 も 弱陽性 で

あ っ た ． また
，
L e w i s 型と無関係に 一 部の壁細胞の核

周囲部 に は， 小棒か ら顆粒状の L e
b

活性が認 め られ た
．

さ ら に
， 胃底腺主細胞の 腺腱側く核上 酢 に は， L e wi s

型 に 関係な く小額粒状 の L e b 活性が認 め られ た
．

十 二 指腸 ル

回腸 ニ L e くa －b ＋ト塾で は， 吸 収上皮表

面の 刷子経 と 一 部の杯細胞内粘液に L e
b

活性が 強 く認

め られ
，
L e
a

清性 も刷子 緑や 少数の杯細胞 に 検出さ れ

た
．

大腸 二 L e くa
－

b ＋ト型 で は吸収上皮細胞 と杯細胞粘

液で 主 に L e b 活性が認 め ら れ る例や
， 逆 に L e 8 清性 の

方が 広く 分布 す る例が み られ ， 両帝性は互 い に 異な る

分布 を示 した く図 21
，
2 2l

．
ま た， ドナ

ー

の L e wi s 型

が不 明 の 試料 の う ち下行結腸か ら直腸 に か けて は
，
上

行結腸な どと比 べ て 主 と して L e 8 活性 が検出さ れ る傾

向に あ っ た ．

血管内皮細胞お よ び赤血球 こ A B O く印 活性の 場合

と異な り
， 明瞭な L e w i s 特性 は認め られ な か っ た ．

考 察

近年 目 ざま し い 発 展 をと げた 免疫組織化学的染色法

は， 大別 する と 棲識法 と未標識法に 分 けられ る抑
． 前者

は さら に 標識抗体法く直接法， 間接法， 重 染色法 な どう

と標識抗原法 に 細分さ れ
， 後 者に は p e r o x id a s e －

a n ti ．

p e r o x id a s e m eth o d
2 り くい わ ゆる P A P 法1 ， プ ロ テ イ

ン A 法22，23I並 び に ビオ チ ン ．

ア ピ ジ ン 法 細 な どが あ

る． 標識法は標識抗体あ るい は標識抗原を用 い る も の

で
，
この う ち直接法は検出しよ う とす る抗原に 対 す る

抗体 く1 次抗倒 を標識 する 方法 で ， 特異性 は 高い が
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や や 感度が 低い の が 欠点で ある ． 間接法 は未標識 1 次

抗体 を抗原と す る抗体 く2 次抗体I を標識す る 方法 で

あ り 2 つ の 抗体を重ね て使用 す る た め や や 非特異的反

応の生じる 可能性 は増すが ， 直接法 に 比 べ 高感度 で あ

る． 末席識法は抗体 を標識す る過程 で 抗体活性が低下

す る の を避け るた めに
，
す で に 抗原と 結合し た抗体 を

十分量の マ ー か － で標識す る方 法 で微量抗原 に つ い て

高感度の 検出が可能で ある．
た だ し

， 標識 マ ー カ ー

が

目的 とす る抗体以外の 他の 組織内成分 と結合す る可能

性が あ るた め
， 十分な対照実験が必要 と され る2 0I

．

以上 述 べ た抗体の 標識 に用 い られ る物質が螢光色素

で あ る 方法 が 螢光抗体法 はu o r e s c e n t a n tib o d y

m e th o d l ま た は螢光色素標識抗体法 くf 山o r e s c e n c e －

1 a b el e d a n tib o d y m e th o dl で あ り， 広義 に は未標識

法 を含 め螢光色素を抗原抗体反応 の指標 と す る染色法

す べ て を含んで い る
．
こ れ に 対 し酵素 で抗体 を標識す

る 方法 を酵素抗 体法 くe n z y m e －l a b el ed a n tib o d y

m e th o dl あ る い は 総称的 に 免疫酵素法 くi m m u n o －

e n z y m e m e th o dl と よ んで い る
2 01

．

一 般に 螢光抗体法は染色の コ ン ト ラ ス トが良好 で ，

特異性 に優れ微弱な活性の 有無 を判断 しや す ぐ生 きた

細胞 に も応用で き る と い う長所 を もつ が ， 反面
，
暗視

野で の観察の ため組織 ． 細胞 の微細構造 を捉え難く ，

染色後標本の 保存期間も 1 旬 2 週間程度と限られ て い

る
2 引

．
こ の 点， 酵素抗体法 は明視野で観察 で き ， へ マ ト

キ シ リ ン や メ チル グ リ ー ン な どで 核染色 を施 し た後，

永久標本と す るた め
， 組織 ． 細胞の 形態学的特徴が容

易 に 観察で き， しか も他の 特殊染色等に よ る所見と関

連 づ け なが ら検索で き る点が 優れ て い る． ただ し， 非

特異的反応 に より時 に 染色 の コ ン トラ ス トが不良と な

り， 活性の局在を捉 え難く な る欠点が あ る2 51 ．

こ の 酵素抗体法 の な か で 未標識法 に 属 す る ア ピ ジ

ン ー ビオ チ ン
ー ペ ル オキ シ ダ ー

ゼ複合体 くA B C ト法は

近年 H s u ら 瑚 に よ り 開発さ れ， ア ピジ ン と ビオ チ ン の

間の 極め て 特異性の高い ， 強い 結合力 を応用 した 高感

度の検出法で1 212 612 71
，
H s u ら

1 21 2 71 の 原著で は P A P 法よ

りも 高感度 く8 倍以上1 で， 2 次抗体 の 希釈度 を高め

る こ と が で き る と し て い る
．

こ う した理 由か ら著者は A B O く印 お よ び L e w i s 活

性検出の た め特異性 と感度の 両方で 現 在最も優 れ て い

る A B C 法 を選 択し， さ ら に 1 次抗体 と して ， 従来使用

さ れ て い た動物免疫血清 くポ リ ク ロ ー

ナ ル1 に 代 え マ

ウ ス モ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体 の適用 を試 み た．
その 結果，

死 後変化の避 け えな い 剖検材料で も非特異的吸着 が少

く
， 細胞 内活性局在 を明瞭 に 示 しう る こ と が 可能 と

な っ た ．
モ ノク ロ

ー

ナ ル 抗体 の 優秀性に つ い て， P ed a l

ら
珊
はげ A F 法と併用 し， 剖検材料 く腎臓1 か ら A B O

く印 活性の 検出 を試 み た と こ ろ， ヒ ト 由来の 抗血 清に

比 べ 非特異的吸着が 少く良好な結果 が 得 られ た と報告

して い る
．
また ， P e d a l ら

細
の 報告以 外 に ， モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体と A B C 法を併用 し と 卜各種組織 ． 細胞内の

血 液型活性 を検出す る 試み が い く つ か 報 告さ れ2 9 ト 3 り

，
い ずれ も 特異的か つ 高感度 な染色結果が得 ら れ てい

る
．

また ，A B C 法 とモ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体の 併用 で 通常の

ホル マ リ ン 固定 り マラ フ ィ ン切 片か ら で も
，
トリ プ シ

ン な ど の 酵素処 理
3 2
や 界 面 活性剤処 理3 3I あ る い は

O S mi c a ti o n 瑚 な どの 特別な操作 を必 要と せ ず に ， A B O

くHJ ， L e w i s 活性 を明 瞭 に 検出す る こと が で き た
．
さ ら

に 同 じ ビ オ テ ン ． ア ピ ジ ン 法の 原 理 に 基づ き a v id i n ．

F n
l

C な ど を用 い る こと に よ り
， 従来， か な り困難と報

告さ れ て い た5 刷
， 螢 光抗体法 に よ る ホ ル マ リ ン 固定 ．

パ ラ フ ィ ン 切 片か らの 血液 型 活性検出も可能 で あっ

た
．

一 般 に 螢光抗体法 を行う場合， パ ラ フ ィ ン 包嘩 切

片作製過程で抗原活性 を失う よ う な物質 に つ い て は凍

結切片 を用 い な けれ ば な らな い が
， 形態学的観察に は

パ ラ フ ィ ン 切 片 の 方が 適 し て い る の で
， 少 な く と も

A B O く印 お よ び L e w i s 活性 に つ い て は 通常 の パ ラ

フ ィ ン 切片 を用 い
， 特別の 処理 な しで 検出可能 で ある

と結論さ れ る ． ま た
，
著者は 9 年前 に 作製さ れ室温 で

保存 さ れ た パ ラ フ ィ ン 包嘩 組織試料 か ら で も A B O

田1 活性 を検出 した の で ， パ ラ フ ィ ン 内で A B H 抗原

は比較的安定 で あ り
，
実際上 試料 をパ ラ フ ィ ン包増 し

た ま ま保存 し て お く こ と は 差支 え な い も の と 思わ れ

る．

血液型 活性 に つ き 正 常組織 ． 細胞を 対象と し たい く

つ か の 報告
3 ト 91 3 引の う ち

， S z ul m a n
5 ト 朝

，
L e mi e u x ら

3 5I

の 報告以 外 の 多 く は 組織試料 の ド ナ ー

の L e w i s 式血

液型 に つ い て未検索で あ る． そ こ で本研究 で は， ドナ ー

の L e w i s 式血液型 は も ち ろ ん す べ ての 赤血 球抗原型

を可及的 に検索 し， 対 象試料 を L e くa －b ＋I 型 と L e

くa 十b －

ト型 に 分 類 し， ドナ ー の 示 す分泌 ．非分泌形 質抑

と い う 観点か ら組織 ． 細胞内活 性を検討 した ．

その 結果 A B O く印 活性に つ い て は肺， 腎臓， 顎下

腺お よび 消化管粘膜で ， L e くa －b ＋1 型 と L e くa ＋b pJ

型試料 の 間 に 活性分布上 の 差異が 認 め ら れ た． 特に 消

化管 に つ い て は， L e くa q b ＋I 型 試料 で ド ナ
ー

の 型 と

同
一

の A B O く印 活性が食道 か ら横行結腸 ま で 認め ら

れ る の に 対 し
，
L e くa ＋b T J 型 試料で は健常胃粘膜 に

お い て も A B O く印 活性が陰性 を示 し， 従来の 報告
5 湖

と 一 致 して い た．

さ ら に
， 赤血 球と血管内皮細胞は， 検索 し たす べ て

の 臓器 に お い て
，
L e w i s 式血 液型 に 関係 なく ドナ

ー の

A B O 式血 液型と同 一

の A B O く印 宙性 を有 して お り，

．二
．．
．．
．．．．
．
こ
．．
．．

．．こ二
二

．
．．熟
t
－

1
1

1
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こ れ は S z ul m a n
5 1 6 1 や O ri o l ら

3 71 の 報告 と 一 致 し て い

た ．

前述 した L e くa －b ＋ ト型と L e くa ＋bLl 型 で A B O

く印 活性の分布 が異な る 部位 は， 肝 内胆管上皮を含 め

い ずれ も 粘液性物質の 産生， 貯蔵， 分泌 お よ び移動等

の 生理 機能を有 し てい る
3 8l

．
こ の こ と は

，
L e くa －

b ＋ナ

型が 分泌型 に 相当し， 唾 液， 汗
，
精液な ど各種 の 体液

中に 比 較的多量 の 血液型物質 を分泌して い る こ と3 釘
，

ま たL一
一

方 の Le くa ＋b －ト型 が非分泌型 に 相当 し， 体液

中に 血液型物質 を分 泌 して い ない か， 分泌 して も ごく

少量 に 限ら れ る こ と3 61 と関連 し て い る も の と考 え られ

る．

また
，
0 型以 外で も A ある い は B 型試料 の 一 部 で

弱い な が ら 0 く印 溶性 も同時 に検出され う る こ と は，

A お よ び B 抗原が い ずれ も 0 く印 活性 を示 す H 抗原

を前駆物質と し て い る こ と3 引か ら理解 され る． さ ら に
，

成績の 項で述 べ たよ う に ，
A
，
L e くa － b ＋1 型膵臓 ． 腺

房細胞の う ち
，
所々 島状 に 群集す る細胞群で ， A 塾 活

性が 陰性な い し微弱 陽性 と な り， 代わ り に 0 く印 活性

と L e
b

活性 が 他の A 活性 陽性細胞 に 比 べ て 強 く 認め

られ た 現象は
，
こ れ ま で 報告が少く ， 石 山相 が そ の 総説

の なか で ふ れ て い る 程度 で ある ．
こ れ は

，
H 抗原 を共

通の 前駆物質 と す る A 抗原 と Le b 抗原 の 2 つ の 生合

成の 方 向細 の う ち， 何 らか の 理 由で H 一 斗 A が抑 制さ

れ， H ぅ L e
b
の 方向の み が 発現して い る た め と推測さ

れ
，
こ の 背景 に は血液型合成酵素の 変化が 予 想さ れ る

．

石山刷 は こ の 原因 と して ， 外因の 影 響や 細胞の 再生期

の
一

時期に お い て 抗原 の 合成機能が停止 ま た は抑制さ

れた 可能性 を示 唆 して い る ．

L e wi s 活性 に つ い て は肝臓， 顎 下 腺お よ び消化管粘

膜く特に 胃粘膜1 で ， ド ナ ー の L e w i s 式血液型 の 違い

に よ り活性分布の 差異 が認め ら れ た
．
ま た

，
A B O く印

活性分布上差異 の 認め られ た肺胞上 風 腎尿細管上皮，

集合管上皮 で は， L e wi s 式血 液型 に 関係 な く L e a 活性

の み が検出さ れ た． こ の 腎臓の 所見は ， 本研究 と同様

に モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体と A B C 法 を用 い
，
ホ ル マ リ ン

固定 ． パ ラ フ ィ ン切 片 に つ い て検索 し た E r n s t ら 31 1 の

成績 と 同じで あ っ たが
， 今後別の 固定方法 や パ ラ フ ィ

ン以外 の 凍結切 片に つ い て 検討する 必 要が あ ると 考え

る ．

さ ら に
， 既述の ご とく L e くa －b ＋1 型試料の 腎集合

管お よ び肺胞 上皮 に は L e a 活 性し か 認 め ら れ な い が
，

L e くa ＋b －ト型 の 胃粘膜表層粘液細胞， 副細月軋 顎下

腺粘液細胞 な どで は L e a 活性以 外 に も L e b 活性が 認 め

られ， L e w i s 活性の 分 布上 ， L e wi s 式血 液型 判定 に 用

い た ド ナ ー

の 赤血 球 の L e wi s 活性 と は 異な っ て い る ．

こ の 理 由と して， 赤血球膜上 の L e w i s 活性 は赤血球自

らが 塵生 す る もの で は な く， 他 の 上皮組織で産 生さ れ

血清中に 入 っ た ty p e l c h ai n
411 の L e w i s 活性が 膜に 吸

着した も の で あ る4 2I 瑚 た め
， 赤血球が 示す L e w is 型は

各種 ヒ ト上 皮組織で の 状態を正 確 に 反映 して い な い も

の と推測され る．

また ， 本研究で も諸家の報軒 別うと同様， A B O く印 活

性 とは対照的 に 血管内皮細胞 と赤血球 に は， 免疫組織

化学的に 明 ら か な L e wi s 活性 を認め え なか っ た ．
こ れ

に つ い て
，
O ri ol ら 叫 は

，
m e S O d e r m 由来の血管内皮細

胞や赤血球 は上 皮組織 と異な り， S e 遺伝子 や L e 遺伝

子 の 支配 を受け ずに t y p e 2 c h a i n 骨格
4 り
をもつ 血 液

抗原の み を産生す る ため ， t y p e l c h ai n 構造 に 担われ

て い る L e w i s 清性 を表現 し え な い も の と 考察 して い

る． 本研究 で は 顕微鏡下で惰性存在部位が 示 す D A B

の 色調や F n
l

C 螢光 を観察し てい る た め， 低密度 に 分

布 する抗原 は検出 しえ ない も の と予 想され ， 赤血球腰

上 の L e w i s 活性 も低密度 な分布状態 であ る と考 え ら

れ る． 事実
，
赤血球 1 個 あた り の 抗原活性部位数 は

A B H 抗 原 の 0 ． 4 3 へ 1 ． 9 X l O
8 個 に 対 し， L e

8

抗 原 は

4 ． 5
ノ
ー 7 ．3 X l O

3

個 程度で あ り， L e 8 抗原 の 密度は A B H

の お よ そ 1 ノ60 と 疎で ある 瑚 ．

過 ヨ ウ素酸 ． S ch iff くp e ri o d i c a cid －S c hiff
，
P A Sl 反

応
ヰ6

慣 性を示 す胃表層粘液細胞
，
副細胞， 小腸杯細胞や

膵臓腺房細胞の 核 上部か ら核周囲部4 7 刷 に額粒状， 小

樽状な い し層状に 認め られ る血液型活性 は， 主 に ゴ ル

ジ装置と それ に連 続す る細胞内膜系に 局在 してい る も

の と 判断され る．
ま た， 大肺胞細胞の 細胞質に は粗面

小胞体 と ゴ ル ジ装置が よ く発達 し， ゴ ル ジ装置で は
，

P A S 反応陽性 を示 す 層板小体 を産生し てい る 欄 ． した

が っ て
， 成績の 項 で 述 べ た 同細胞の 核上 部か ら核周囲

に 認め られ る 活性 も， お そ ら く ゴ ル ジ装置 に 一 致 して

い る もの と 思わ れ る
．
周知 の よう に ， ゴ ル ジ装置の 膜

系に は各種の 糖転移酵素が存在 し
， 粗面小胞体 か ら移

動 して きた ポ リ ペ プチ ド鎖 に 糖が順次付加さ れ
， 糖蛋

白が生合成さ れ て い る5 0 ト 5 21
．
こ の よう な ゴ ル ジ装置 に

ほぼ
一

致 して血液型活性 の局在が み られ る こ と は， こ

の 細胞内小器官が ヒ ト血 液型 抗原の 合成に 関与 してt l

る こ と を示 す もの と 考え られ る．

山一 方， 胃の 壁細胞で も核周囲部 に 惰性分布が認 め ら

れ るが
， 壁細胞 で は ゴ ル ジ装置 の 発達が比 較的悪 く5

31
，

標識 レ ク チ ン と免疫電顕法 を用 い た工t o ら 細 の 報鴛で

は
，
光顕 で 核周囲部に 観察さ れ る構造の 多く は細胞内

分泌細管で あ る とさ れ てお り
，
壁細胞内に 認め られ る

血 液型活性 は ゴ ル ジ装置以外に 細胞内分泌細管 に も局

在 して い る と考 えら れ る．
1 t o ら

瑚
は， こう した壁細胞

内分泌細管 に 局在す る血 液型活性 は， 塩酸分泌 に よ る

局所の p H の低下 で細胞膜 が障害を受 ける の を防い で
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い る複合糖に 存在 して い る も の と推測 して い る．

以 上 ヒ ト組織 ． 細胞内の 血 液型 活性 に つ い て 考察

を行 っ た ． A B O 式血液型活性 に つ い て は， 全 身諸臓 器

に 普遍的に 分布 し
，
試料の L e wi s 式血 液型 と は無関係

に A B O く印 活性 を有す る血 管内皮細胞 と赤血球 を主

な 指標 と し， 各臓器に 特有の 活性分布 も適宜参考 に す

る こ と で
， 顕微鏡下に お ける組織 ． 細胞 レ ベ ル での 型

判定が十分に 可 能で ある こ と が判明 した ． こ の 際， 対

象と す る 臓器 は血 管内皮細胞 と赤血球が多数認 め ら

れ
，
か つ 比 較的腐敗 しに く い 臓器坤 ， た と え ば腎臓 ， 帆

心臓な どが適当と考 えら れ る． ま た ， 判定 に あた っ て

は当然の こと な が ら， 血 管内皮細胞 と赤血球 で A 型活

性が 陽性で B 型活性が陰性であれ ば A 室臥 そ の 逆 で

あれ ば B 型
，
A
，
B 両活性が と も に 陽性の 場合は A B

塾
，
また A

，
B 両活性が 陰性で 0 くH ト活性の み 陽性 で

あ れ ば 0 型と判断す る． 血管 内皮細胞の染色結果が安

定 してい る の に 対 し， 血管内の赤血球は腐敗 の進 んだ

事例で は溶血
，
断片化 して い た り ， 個々 の 赤血球で

D A B 反応 に よ る染色性に 強弱が認 め られ る た め， 若

干 の注意が必要である ．

L e w i s 式血液型に つ い て も， ドナ ー

の L e w i s 式血液

型 に よ り A B O く印 また は L e wi s 活性分布 に 差異が存

在す る 胃粘膜， 顎下腺， 肝臓
，
肺 お よ び腎臓に つ い て

検 索す る こ と で推定が可能と考え られ る． 今後， 実際

の 剖検材料に つ い て 対象 を拡大 し さ ら に検 討を加 えて

い く予定 であ るが ， L e w i s 式血液型 判定の場合， A B O

式 にお ける血管内皮細胞や赤血球の よう な各臓器共通

の指標は い まの と こ ろ見い 出せ ず， 前記臓器の 複数に

つ い て慎重 に検 討する必要が ある と 思わ れ る
．

今回著者が検索した試料 は剖検材料 が主 で あり
， 死

後変化等 の影響 は ま ぬ が れ な い
．
こ れ に 関連 し て

，

P e d al ら
2 81 は腎臓 の集合管上皮 と血 管内皮細胞 に み ら

れ る A B O く印 活性は腐敗抵抗性 で あ るが
， 遠位 曲部

に は稀 に
一

f al s e B
，

活性が 出現 す るう え， 赤血球膜の

活性 は変化 しや す く細菌や裏薗 に も血 液型活性が認 め

られ たと してい る ． こ の よ う に
， 様々 な 環境 に お かれ

た法医学分野の試料か ら血液型判定 を行う場合 は， 常

に 総合的な判断と細心 の 注意が要求さ れ る
．

また ， H i n gl a i s ら
5 郎は

， 分泌型 と 比 べ 微弱で は ある

が
， 螢光抗体法を用 い た彼 らの 以 前の 検索で は検出で

きな か っ た
，
A 型 ■ 非分泌塾 ヒ トの 腎集合管上皮 に局

在す る A 型 活性 を免疫電顕法 で認 め た と 報告 し て い

る
．
こ の よう に光顕 レ ベ ル の検 索で は認 め えず， 電顕

レ ベ ル の検査法 を用 い て初め て確認 しう る血液型活性

がある こ とは十分 に 予想で き ， 今後， 法医学試料に つ

い て も い か に 電 顕 レ ベ ル で 血液型 活性 の 検出 を行う

か
， 検討を要 す る問題 と考 える

．

最後 に ， 著者は本研究 で 基 礎的に 検討 した 免疫組織

化学的方法 を極 め て 微量 な 単繊維付着血痕 か ら の 血 液

型判定に も応用 し て お り， 詳細 に つ い て は 別報 抑 に て

報告す る． ま た
， 法医実務 に 加 えて 血 液型 抗原 が 果た

す 生物学的役割 に つ い て 考 え る 一 助 と す る た め
，
ヒ ト

消化管 を対象と し癌な どの 痛的変化に 伴う 血 液型活性

の 変化 を， 特 に上 皮性粘液の 変化 と関連 させ て 検討 し

た． こ れ に つ い て も稿 をあ らた め て 報告 した い 5 即

結 論

微小 ヒ ト組織片か らの 顕 微鏡 レ ベ ル で の 血 液型 判定

法の 確立 を目的 と し， 剖検 お よ び外科手術時採取され

た 諸臓器 の ホ ル マ リ ン 固定 ． パ ラ フ ィ ン 切 片に 酵素抗

体法 お よ び螢光抗体法 を適用 し
， 使用 抗体や各方法の

特異性
，
鋭敏度等 を比較検討 しな が ら

，
A B O く印 ，

L e w i s 血 液型活性 の ヒ ト組織内分布並 びに 細胞内局在

に つ い て 免疫組織化学的に 検討し た． そ の 結果
，
以下

の 成績 を得 た．

1 ． 従来 の動物免疫ポ リ ク ロ ー ナ ル 抗血 清と マ ウ ス

モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗体を そ れ ぞれ 1 次抗体 と し
，
A B C 法

の染色結果 を比較 した と こ ろ， マ ウ ス モ ノ ク ロ ー

ナル

抗体 を用 い る方が 非特異的染色も少な く
， 活性の 局 在

を明確 に 観察 し得 た．

2 ■ マ ウ ス モ ノ ク ロ ー

ナ ル 抗体 を用 い た螢光 抗体法

で は
，
パ ラ フ ィ ン切片か ら で も酵素抗体法と ほ ぼ同様

の 成績 が得 ら れた ． 両者の う ち
， 組織 ． 細胞構造を詳

細に 観察 で き る酵素抗体法 は， 細胞内器官 に 局在する

活性 の 検出 ． 同定 に優 れ， 比 較的微弱な活性の 検出 に

は螢光抗体法が適 して い た
．

3 ．
ヒ ト 健 常組織 ． 細 胞 内 の A B O く印 お よ び

L e w i s 活性は 以下 の ご とく で あ る．

い A B O く印 活性
鵬

肺 で は， 赤血 球抗原型 が L e

くa
－

b 十1 型 を示 す ドナ ー の 肺胞 ． 気管支上 皮， 気管支

腺 に ドナ ー

の A B O 式血 液型 と 同 一

の 活性 が 認 めら

れ
，
L e くa ＋b －

J 型 で は陰性と な っ た ． 肝臓 で は， L e w is

式血 液型 と無関係 に ，肝類 洞内皮
，
K u pff e r 星 細胞と大

型 肝内胆管上皮に 血 液型 と同町一 の 活性 が認 めら れ た
．

腎臓で は， L e くa －b 十J 型 の 尿細管遠位曲部， 集合管，

腎孟 粘膜 に 同様 の A B O 仕り活性 が み ら れ た が ，
L e

くa 十b 岬

卜型で は陰性 で あ っ た ． 膵臓で は常に ド ナ
ー

と

同
一

の 活性が 腺房細胞 に 認 め られ た． 顎 下腺 は， L e

くa
－

b ＋J 型 の 粘液腺 と染液腺 く0 く印 活性 の みう お よ

び 導管系 に 赤血 球抗原型 と同 一 活性が 認め られ ， この

う ち 染液細胞の 活性 は L e くa ＋b l 型 で 陰性 と な っ

た ． Le くa － b ＋1 型 の 食道で は， A B O 式血液型と同
一

の A B O く印 活性 が基底層以外の 粘膜 で 認 めら れ た．

胃で は， L e くa －b ＋ト型 の 表層粘液細胞
，
胃底腺頚部
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ヒ ト組織 ． 細胞の 微視的血液型判定

副細胞， 腺帯内分泌 粘液お よ び大部分 の 壁細胞 に 同様

の 活性が認め ら れ たが ， L e くa ＋b －J 型 で は－
一

部の 壁

細胞で陽性と な っ た ． 十二 指腸か ら 回腸 で は常 に 吸収

上皮と杯細胞で血液型 と 同M一
一

の A B O く印 活性が認 め

られ た．
L e くa 柵b 十1 型 の 盲腸か ら横行結腸脾曲部 ま

で は
，
血 液型 と 同型 の A B O くH ト活性 が吸 収上 皮と杯

細胞に 認 め られ たが ， 下行結腸か ら直腸枯膜 で は常 に

陰性 で あ っ た ．

2 1 L e w i s 活性 q L eくa － b ＋I 型
一 肺 で は， L e

a

活

性は肺胞． 気管支上皮 で 陽性， L e
b 活性 は気管支上皮で

陽性 であ っ た ．

一 方 ， L e くa 十b l 型 で は Le a 活性が

肺胞 ． 気管支上 皮 で認 め られ た が ，
L e
l，

活性 は 陰性 で

あ っ た ． L e くa L b ＋J 型 ． 肝臓 で は L e 8
，
L e
b両活性が

小葉間胆管 を含め肝内胆管上皮に 認め られ ， L e くa 十

b l 型 で は L e
a

活性 は変化せず， L e
b

活性が
一

部大 型

の 胆管上 皮の み で陽性と な っ た ． 腎臓 で は L e w i s 式血

液型に 関係な く ，
L e
8 活性が 尿細管近位曲部， 集合管お

よび 腎孟 粘膜 に ， L e
b

活性が 腎孟粘膜 に 認め ら れた ． 膵

臓 で は L e wi s 型 と 無関係に L e
a 活 性が 腺房細胞 と外

分泌導管 レトト 中型1 に ，
L e
b

活性がM－Mルー■ 部の 腺房細胞 と

比較的大型 の 導管に 認 め られ た． 顎 下腺 で は， L e くa －

b ＋1 型 試料で L e
b 活性 が粘液腺， 柴液腺並 び に 大小の

導管系 に 認 め られ たが ， L e
8

活性は ごく 一 部の 粘 液腺

に限ら れ た．

一 方
，
L e くa 十b

－

ン 型 ． 顎下腺で は L e a

活性 が大部分の 粘液腺 と導管系 で ， L e b 活性は 一 部の

粘液腺 と小 型 の 導管系で 陽性 で あ っ た ．
L e くa －b ＋1

型 ■ 食道 で は L e
b
活性 が 基底層以外の 粘膜 で認 め られ ，

L e
a 活性 は微弱で あ っ た ． 胃で は L e くa

－

b ＋1 型 の 場

合， L e b 活性の み が表層粘液細胞， 副細胞お よ び壁細胞

に み られ
，
L e くa ＋b －ナ型 で は壁細胞 くL e

b 活性 の みl

以外で L e a
，
Le
b雨晴性が 存在 した ． 小腸お よ び L e くa －

b ＋l 塾の 結腸 で は L e wi s 式血 液型 と 関係 な く， 両活性

が吸収上 皮と杯細胞 に 認め られ た ．
ま た

，
L e w i s 式血

液型 末検索の 遠位側結腸 で は 主 に L e a 活性 が吸 収上 皮

と杯細胞 に 認め ら れ たが ， 試料 に よ っ て は上 行お よ び

下行結腸 で L e
b

病性が 強く認 め ら れ た 例も存在 し た．

さ らに 直腸 では L e w i s 式血 液型 に か か わ ら ず， L e a お

よ び L e
b

活性が吸 収上 皮と杯細胞 に 存在 した が， L e
a

活

性の 方が 分布の 主体 を占 めて い た ． 中枢神経系細胞 ，

心筋細胞， 脾臓， 副腎お よ び甲状腺 で は L e w i s 式血 液

型 に 関係な く A B O く印 ，
L e w i s 清惟と も陰性 で あ っ

た．

4 ． 以 上 得ら れ た 成績に 基 づ き
，
A B O 式血 液型 に

つ い て は
， 血 管内皮細胞 と赤血球 の 示 す A B O く印 活

性を主た る指標と し， 同時 に 各組織特有の 活性分布 を

参考に して型 判定が 可能 で あ る と考 え られ た． ま た，

L e w i s 式血 液型 に つ い て も， 各組織 に お ける L e w i s 清
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性を総合的に 検討す る こ と で ， 型判定を行 い う るも の

と思 わ れ た ．
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