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　　　This　study　examined　the　ultrastructural　organizations　of　cell　membrane・cytoskeletal　inter－

actions　in　unstimμlated　humall　blood　platelets．

　　　Venous　blood　was　obtained　from　healthy　human　adults　and　the　platelet　activation　was　inhi・

bited　with　paraformaldehyde　fixation．　Some　of　the負xed　platelets　were　dehydrated　and　em・

bedded　in　epoxy　resin．　Quick－freezing　and　deep・etching　replica　method　was　applied　to　the　other

platelets　which　were　split　open　mechanically　without　detergent　treatment（Fig．1）．

　　　By　electron　microscopy　of　ultrathin　sections，　the　platelets　were　ascertained　to　have　discoid

shape（Fig．2a）．　The　cytoskeletons　in　cytoplasm　fixed　with　osmium　tetroxide　were　destroyed（Fig．

2b）more　than　in　cytoplasrn　without丘xing（Fig，3），　Osmium　tetroxide且xation　was　therefore

omitted　when　making　replicas．

　　　As　observed　by　el6ctron　rnicroscopy　Qf　the　replicas，　micro創aments　were　attached　laterally

to　cytoplasmic　sides　of　cell　nlembranes（Figs．4，5，7a）。　A　geometrical　pattern　consisting　of　main

hexagons　and　partial　pentagons　was　formed　on　the　cytoplasmic　side　with　the　microfilaments

（Figs，4，5，7a）．．Aset　of　three　microfilaments　gathered　at　a　point　of　the　polygbns　and　the丘1aments

were　attached　tQ　each　other　to　make　a　bundle　（Figs。4，5，6，7a）．　The　bundles　spread　from　the

points　into　the　cytoplasm　and　were　associated　with　each　other　to　form　filamentous　meshworks

（Figs，4，5，6，7b），　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．　’「．

　　　It　is　conchユded　that　unstimulated　platelets　have　the　characteristic　structures　of．cytoskele・

tons　wllich　are　essential　to　maintain　discoid　shape　and　have　something　to　do．with　platelet　func・

tions，　Shinsht‘Med，ノ．，85：45－－56，　ヱ987
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ることができたので報告する。
　　　　　　　　1　緒　　　言

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　Er材料と方法
　血小板を含めた多くの非筋細胞にもアクチン細糸を

主要な構成要素とする細胞骨格が存在し，形態学的変　　　　A　非活性化血小板の分離法

化に重要な機能を果たすと考えられている1）。血小板　　　　健康成人（20～30歳，男子3人，女子3人）より静

においては，細胞骨格が活性化による血小板球形化，　　脈血を15m1採血し，速やかlc　37°Cに温めた3ml

偽足突起形成，願粒放出，血餅形成などの血小板機能　　の溶液A（71mMクエン酸，85mMクエン酸ナトリウ

と関係している2）－7）。　　　　　　　　　　　　　　　ム，111mMブドウ糖）23）と混合した（Fig．1aI）。さら

　近年，これらの血小板機能と関係する細胞骨格の細　　に血小板活性化を防ぐためta，金」血を溶液B（120mM

糸性アクチンにおける非活性化血小板内含有量が研究　　塩化ナトリウム，13mMクエン酸ナi・リウム，30mM

されてきた。細胞骨格構成蛋白質は非活性化状態では　　ブドウ糖，pH7．2）で希釈した37°Cの2％パラホル

生化学的にほとんど細糸化していないので5），電子顕　　　ムアルデヒド（Merck，　Darmstadt，　Germany）水

微鏡学的にも少量の短いマイクロフィラメソトが観察　　溶液で10分間固定した（Fig．1a・2）。

できるのみで8），細糸性アクチンは観察されないとい　　　次に非活性化血小板ペレットの作製に当たっては，

う報告がある9）。しかし，一方，非活性化血小板でも・　Phillipsらの方法4）15）23）を参考にして予備実験を行

ほとんどすべてのアクチン蛋白質が細糸として存在す　　った結果，血小板収量の最も多かった次の条件を採用

るという報告もある10）。比較的最近になって・全蛋白　　　した。パラホルムアルデヒド固定した全」血を160×9，

質の15～20％を占めるアクチソ蛋白質の約30～50％が　　20分間遠沈し多血小板血漿を得て，さらに，730×9，

細糸性アクチソであるとする生化学的報告が次々とな　　20分閥遠沈し非活性化血小板を分離した。それらの血

され4）11ン16），形態学的所見とも一致してぎたことか　　小板は溶液Bで2圃，溶液C（154mM塩化ナトリウ

ら4）15）17），非活性化血小板にも多量の細胞骨格蛋白質　　ム，10mMトリス塩酸，　lmM　EDTA，　pH7，4）で1

が細糸として存在していることが認められるようにな　　回洗浄，遠沈した。洗浄した血小板は溶液D（138mM

ってきた。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　塩化ナトリウム，2．9mM塩化カリウム，12mM炭

　血小板機能の中で活性化による血小板球形化，偽足　　酸水素ナトリウム，0，36mMリソ酸2水素ナトリウ

突起形成，血餅形成には急速な細胞膜の形態学的変化　　ム，5．5mMブドウ糖，1mM　EDTA，　pH7．4）を用

を伴うので，収縮機能を持つアクチソ細糸を主成分と　　いて血小板浮遊液にして，60分間37°Cで放置した後，

する細胞骨格が細胞膜と結合していると考えられ，生　　還沈して非活性化血小板ペレットを作製した（Fig，

化学的に報告された18）’22）。さらに，電子顕微鏡学的　　1as）。な挙，用いた溶液B～Dも37°Cに温め，遠沈は

にも血小板内マイク戸フィラメントが細胞膜と結合し　　2000×9，10分間ずつ行った。血小板ペレットは速や

ていることが示された2）6）7）17）。しかし，形態学的に　　かにレプリカ作製に用いたが，一部の血小板ペレット

細胞膜と細胞骨格との結合を観察する方法にはいくつ　　は通常の電子顕微鏡試料作製のために，以下の操作を

か問題点があった。第1に，血小板は種々の刺激によ　　行った。

り容易に活性化するために・非活性化血小板を得にく　　　B　通常の電子顕微鏡試料作製法

かったP第2に・従来より細胞内可溶性蛋白質除去の　　　非活性化血小板であることと細胞質内細胞骨格の存

ために用いたTriton　X－100などの界面活性剤は細胞　　在を確認するために，通常の超薄切片を作製した。な

膜構造も除去するので・電子顕微鏡学的に観察しても　お，細胞質内細胞骨格の観察を容易にするために，血

細胞膜と細胞骨格との結合様式は検索できなかった。　　小板ペレットを溶液Dで6時間，さらに24時間放置し

　そこで，本研究ではパラホルムアルデヒドによる短　　た。その非活性化血小板ペレットに少量の分離血漿を

時間固定により」血小板活性化を止め，それら非活性化　　加えた後，0．1Mリン酸緩衝液　（pH7．4）で希釈し

血小板を機械的に2分割した後，血小板内可溶性蛋白　　た2，5％グルタールアルデヒド　（半井化学薬品，京

質を除去し，細胞膜構造と細胞骨格の両方を同時に保　　都）水溶液で，1時間室温で前固定し，塩化ナトリウ

存させた。さらに，急速凍結，ディープエッチソグレ　　ム（0．01M）添加同緩衝液で3回洗浄した。さらに，

プリカ法を応用し，細胞膜と細胞骨格との結合様式を　　一部を同緩衝液で希釈した1％四酸化オスミウム液

3次元的に検索した結果，いくつかの新しい知見を得　　（Merck，　Darmstadt，　Germany）で1時間後固定し，
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Fig．1Schematic　representation　of　the　process　of　preparing　inside・o郎cell　membranes

　　of　unstimulated　human　b1ood　platelets．

　　a．　工solation　of　unstimulated　platelets．

　　　　1．Human　venous　blood　is　taken　from　the　cubital　veill　with　a　syringe．

　　　　2．The　blood　is　put　into　paraformaldehyde．fixative　and．丘xed　for．　inhibition．of．l

　　　　　platelet　activation．

　　　　3．The　fixed　platelets　are　isolated　from　the　blood　t6　make　pellets　by　centrifuga・

　　　　　tion．

　　b。　Treatment　of　coverglasses．

　　　　1，Small　circles　are　marked　oエ1　coverglasses　with　a　diamond　pen．　’

　　　　2．The　cQverglasses　are　coated　with　3・aminopropyltriethoxysilane　and　glutar－

　　　　　aldehyde。

　　c，　Procedure　of　splitting　open　the　platelets．

　　　　1．Two　tiny　drops　of　the　platelet　pellet　are　put　on　the　circles　of　a　coverglass　and

　　　　　covered　with　another　coverglass　tQ　sandwich　the　platelets．

　　　2，The　cell　membranes　are　attached　to　each　coverglass　with　forceps　ullder　a
　　　　　phase　contrast　rnicroscope．　　　　　　　　　　　　．　　　．、

　　　3．The　platelets　attached　to　both　coverglasses　are　split　open　in　phosphate　Ibuffer

　　　　　with　saline．

　　　4．The　inside・out　cell　membranes　are　still　attached　to　each　coverglass．

塩化ナ1・リウム添加同緩衝液で3回洗浄した。両者を　　片を作製し，酢酸ウラソとクエン酸鉛で電子染色後，日

型のごとく，アルコール系列で脱水し，ルベアック　　立HS・9またはH・700型電子顕微鏡（加速電圧75－200

（半井化学薬品，京都）（45°Cで5時間，60°Cで12時　　kV）で観察した。

間，重合）に包埋した。Porter・Blum型MT2・B　　C血小板2分割法
超ミクロトーム　（DuPont－Sorvall，　Newtown，．　　血小板細胞内．レフ゜リカ膜を作製するためセこは，血小

Connecticut，　USA）で厚さ0．05～0．1μmの超薄切　　板を2分割する必要があった。そこで，最近考案され
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た細胞2分割法24）を血小板に応用した。　　　　　　　　台に付着させた。液体窒素で約一190°Cに冷却したイ

　ダイヤモンドペンで直径6mmの円を描いたカバー　　ソペソタソ・プロパン混合液27）中に2分割血小板，カ

グラス（Fig，1bエ）を十分に洗浄した後，細胞膜をカバ　　バーグラス，グリセリソ，試料台を一緒に血小板付着

一グラスに付着させるために，3一アミノプロピルトリ　　而より浸潰し急速凍結した。

エトキシシラン（半井化学薬品，京都）とグルタール　　　エイコーFD－2A型凍結試料処理装置（エイコー

アルデヒドをカバーグラスに被覆した25）（Fig．1b2）。　　　・エンジニアリング，茨城）で，あらかじめ一170°C

　スライドグラスの上に置いたカバーグラスの円の中　　以下に冷却した標本台に凍結試料を移し，－95DC，

央部に非活性化血小板ペレヅトを1滴置き，速やかに　　10“7－10一8　Torrで60分間ディープエッチソグを行い，

もう1枚のカバー一グラスを重ねて血小板を挟んだ　　白金と炭素を60°の角度で回転蒸着した。レプリカ試

（Fig．1c1）。二＝ソ倒立MD型位相差顕微鏡の対物鏡　　料を凍結試料処理装置から取り出し，速やかにレプリ

DDL（20×）を使用し，．血小板の状態を確認しながら，　力膜上にアミルアセテートで希釈した2％コロジオソ

上方のカバーグラスをピソセットで適度に圧迫して血　　液を塗布し，十分に乾燥させた。

小板を上下のカバーグラスに付着させた（Fig．　lc2）。　　　試料付レプリカ膜をカバーグラスごと寡庭用漂白剤

貼り付いた2枚のカ2〈　・一グラス間に多量の塩化ナトリ　　のハイター（花王石鹸，東京）液中に入れ，2～3時

ウム（0．01M）添加0．1Mリソ酸緩衝液（pH7．4）を加　　間処理して細胞成分を溶かしコロジtン膜付レプリカ

えると，毛細管現象によりカバーグラスが互いに剥れ　　膜を得た。さらにレプリカ膜を蒸留水で2回洗浄した

る（Fig．　lc3）と同時に血小板も機械的に2分割され　　後，眼科用鋏で適当な大きさセこ細切し，あらかじめホ

た（Fig．　lc4）。2分割された血小板細胞質内可溶性蛋　　ルム・ミール膜を張った銅グリッド　（Veco，150メッ

白質を塩化ナトリウム添加同緩衝液で十分に洗い流し　　シュ）に付着させた。その後，アミルアセテートとア

た後，0，1Mリソ酸緩衝液で希釈した2．5％グルタール　　セトンを用いて，レプリカ膜上のコpuジオソを溶かし

アルデヒド水溶液で30分間固定した。以上のように処　　て除いた。作製したレプリカ膜をH－700型電子顕微

理した血小板はカバーグラスに付着させたまま塩化ナ　　鏡（加速電圧ioOkv）で観察し，±5°の角度をつけ

トリウム添加同緩衝液中，4°Cで保存した。　　　　　　て2枚のステレオ写真を撮り3次元的に検索した。

　D　急速凍結，ディープエッチンゲレプリカ法

、分髄小板雄棘樹る前に庶留水に灘し　　　　皿結　果
て塩類を除ぎ，さらvclO％メタノール溶液に浸潰して　　　最初に血小板が活性化していないことを確認するた

氷贔形成防止を行った26）。2分割血小板が載っている　　めに，通常の超薄切片による電子顕微鏡学的検索を行

カバーグラスに付着した余分な水分を濾紙で十分に吸　　った。非活性化血小板は円盤形を示すが，活性化する

い取つた後，カバーグラスをグリセリソを用いて試料　　と偽足突起形成や穎粒放出をおこすことが報告されて

Fig．2　Electron　micrographs　of　ultrathin　sections　of　uns七imulated　platelets　fixed　with

　　　glutaraldehyde　and　osmium　tetroxide　after　paraformaldehyde　treatment．

　　　a．Platelets　incubated　in　solution　D　for　6　hr　contain　secretory　granules　and　no

　　　　filopodia，　Clemonstrating　unstimulated　platelets　with　discoid　shape．（×14，000）

　　　b．The　cytoplasm　of　the　platelets　incubated　in　solution　D　for　24　hr　is　compacted

　　　　with丘ne　granular　structures（arrowhead）．（×80，000）

Fig．3　Electron　micrograph　of　ultrathin　section　of　the　unstimulated　platelet　incubated

　　　in　solution　D　for　24　hr　without　osmium　tetroxide丘xation．

　　　Filamentous　structures　and　meshworks　can　be　easily　visualized　throughout七he

　　　cytoplasm（arrowhead），　as　compared　with　Figure　2b，（x80，000）

Fig．4　Electron　11ユicrograph　of　inside－out　cell　membrane　replica．　Microfilaments　are

　　　attached　laterally　to　cytQplasmic　side　of　cell　membrane，　They　form　a　geometrical

　　　pattern　of　main　hexagons　a且d　partial　pentagons　on　the　side．　Bundles　spread

　　　from　points　of　the　polygons　into　the　cytoPlasm　and　are　attached　to　each　other

　，」．to　form　filamentous　meshworks。（×100，000）
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Fig，5　A　pair　of　stereo－pictures　of　electron　micrographs　of　replica．　A　pentagon
　　　　（arrowhead）is　identified　among　the　hexagons．（×100，000）

Fig，6　A　pair　of　stereo－pictures　of　electron　micrographs　of　replica．　Only　cell　mem・

　　　　brane　is　remQved，　so　that　organization　of　super丘cial　cytoskeletolls　under　the　cell

　　　　membralles　is　revealed．　Polygonal　patterns　of　tlle　cytoskeletons　can　be　identified

　　　　（arrowhead）．　Filamentous　meshwQrks　are　formed　in　the　deep　cytoplasm．（×80，000）

Fig．7　Schematic　representation　of　cytoskeletal　organization　in　unstimulated　platelets．

　　　　a．Ageometrical　pattern　of　main　hexagons　alld　partial　pentagons　is　attached　to

　　　　　　cytoplasmic　side　of　cell　membrane　after　removing　thick　bundles　near　points

　　　　　　of　polygons．

　　　　b．The　thick　bundles　spread　from　points　of　the　polygons　into　the　cytoplasm

　　　　　　and　are　associated　with　each　other　to　form　filamentous　meshworks．

いる28）－32）。本研究ではFig．2aで示すように活性化　　まで6時間放置した（Fig．2a）が不十分なので，さら

による変化がまったく観察されないので分離した血小　　に時間を長くして24時間とした（Figs．2b，3）。その

板は非活性化状態であることが確認された。　　　　　　ためFigs．2b，3の血小板とも細胞膜の保持は良、くな

　超薄切片で細胞骨格の観察を容易にするために，パ　　かった。Fig．2bの四酸化オスミウム後固定をした血

ラホルムアルデヒド固定後グルタールアルデヒド固定　　小板は細胞質内に微細穎粒状の物質が多量に詰ってい
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たが，一方，Fig．3の四酸化オスミウム未固定の血小　　混在する幾何学模様が存在し，その多角形頂点から細

板には微細頼粒状物は少量で，細胞骨格が網目状や細　　線維束が立ち上がって細胞質内に網目状構造を形成し

糸状に観察された。この相違は四酸化オスミウムが血　　ていることが明らかになった。

小板内細胞骨格を破壊したことによると考えられる。　　　これらの所見を明らかにするためには，最初に非活

したがってレプリカ作製に用いた血小板には四酸化オ　　性化血小板を分離する方法が重要であった。血小板は

スミウム固定を行わなかった。　　　　　　　　　　　　物理的刺激9）15），低温15）20）33），カルシウムイオン32）

　血小板を機械的に2分割し，レプリカ膜を作製する　　34）や種kの薬品29）35）により容易に活性化されること

ことにより，細胞膜裏面と細胞骨格との結合様式を3　　はよく知られている。そのためクエソ酸溶液やEDTA

次元的に検索した。Fig．4は細胞膜細胞質側を観察で　　溶液などのキレート剤含有溶液を用いてカルシウムイ

きるレプリカ写真である。細胞膜裏面に接して走るマ　　オンを除き，溶液を37°Cに温めて実験したり，さら

イクロフィラメソトが認められ，直径は約8nmで表　　にブドウ糖含有溶液中で30分以上放置したりして活性

面は平滑であった。マイクロフィラメントは互いに約　　化を防いできた9）15）17）。しかし，以上の処理方法のみ

120°の角度をなし，細胞膜裏面上に6角形，一部に5　　では遠沈時での血小板活性化を十分に止めることが不幽

角形の混在する幾何学模様を形成していた。多角形の　　可能であるため，さらにプ戸スタサイクリソ15）圏17），．

1辺の長さは0．1－0．5μmであり，おのおの頂点喋　アスピリソ36）37）やサイトカラ・；　y5）13）16）38）・を溶液

まる3本のマイクロフィラメソトは互いに接着してよ　　に加えて実験している。

り太い細線維束となり細胞質側へ立ち上がっていた。　　　本研究においてet－一一般的な血小板活性化阻止剤を使

これらの細線維束の直径は約15nmで表面は粗であり，　用せず，採血後速やかにパラホルムアルデヒドで固定

互いに結合と解離を繰り返すことにより細胞質内に網　　することにより血小板活性化を止めることができた。

目状構造を形成していた。　　　　　　　　　　　　　パラホルムアルデヒドは浸透性が良いため，血小板は

　細胞膜裏面のマイクロフaラメソトによる幾何学模　　活性化する以前に固定されたと考えられる。また，パ

様は主に6角形により構成されていたが，所々に5角　　ラホルムアルデヒド単独固定で血小板を2分割すれば，

形が混在していた（Fig，5）。5角形に隣接する多角形　　細胞質内可溶性蛋白質を除去することがでぎる利点も

はほとんど6角形であったが，5角形と5角形との隣　　あった。このことはFigs．　2，3でも確認することがで

接も認められた。　　　　　　　　　　　　　　　　きた。血小板はパラホルムアルデヒド固定後グルター

　血小板2分割時に，細胞膜のみが除かれ，その細胞　　ル固定まで長時間溶液Dで放置すると，細胞質内可溶

膜直下に局在する細胞骨格構築が観察できることがあ　　性蛋白質の一部が除去され，細胞膜や細胞質内が疎に

った（Fig．　6）。非活性化血小板細胞膜直下にマイク　　なり超薄切でも細胞骨格が観察できるようになったと

ロフィラメソトによる多角形が存在し，さらに深部の　　考えられる。L方，グルタールアルデヒドで固定する

細胞質内に形成された綱目状構造に移行していること　　と可溶性蛋白質がゲル状になり除去することができな

がステレオ写真で明瞭に示された。なお，通常の超薄　　くなる39）・したがって2分割前にパラホルムアルデヒ

切片による電子顕微鏡写真で確認された分泌顯粒は，　　　ド単独固定することは・血小板活性化阻止と血小板内

いずれのレプリカ写真でもほとんど観察されなかった。　可溶性蛋白質除去のために有用であった。

以上の蘇をFig．7で模式図に示した．　Fig．7。は　血小板細繊と細胞骨格との結合は・従来より搬

立ち上がる欄鯨を多角纐鮒近で嫡して湘　さ2znきたが・3次元的齢様式を観察し燃舗な
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　かった。本研究ではその結合様式を直接電子顕微鏡学
胞膿酢騰する6鰍5鰍こよる亀甲状磯　的に麟する。とができた．マイ，。ブ、ラ〃，が
何学模様を明瞭に示し・また・Fig・　7bはそれらの多　　細胞膜裏画に一点で付着しているのではなく，その縦

角形より立ち上がる細線維束が細胞質内で網目状構造　　軸方向に側面で付着しているということは細胞膜との

を形成している像を示している。　　　　　　　　　　　結合を強くしていると考えられる。さらにマイクロフ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ィラメソトが互いに多角形を形成し付着することによ
　　　　　　　　IV　考　　　察
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　り，血小板活性化に伴う形態学的変化に対して細胞膜

　本研究の結果から，非活性化血小板細胞膜裏面には　　を急速に変化させることがでぎると思われる。一方，

マイクロフィラメントによる6角形，一部に5角形の　　細胞質内に局在する分泌頼粒がいずれのレプリカ写真

52　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　信州医誌　Vo1．35



非活性化ヒト血小板細胞骨格の電顕的研究

でもほとんど確認できなかったのは，血小板2分割後　　構成蛋白質成分を同定することは重要であり，種々の

洗浄することにより除去されたためで，非活性化状態　　抗体を用いて現在検索中である。

では分泌願粒と細胞骨格との結合が疎である可能性が　　　さらに細胞骨格が細胞膜に結合する場合，細胞膜糖

ある。　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　蛋白質との結合が考えられる。活性化血小板のアクチ

欄臓面に存在するマイ・・フ、ラ・川・よる　・細糸は鰹白質II・・IIエ・飴体と齢すると酷さ

多解翻学模様の中で6角形間の所・・tl・5角形轍　れている18’19’49）・しかし，網生化血小板の細胞’瀦

在する轍は，6角形のみでは球面に付着することは　カ・麟噸1・5°）・1・49）51）と齢しているとい姓イヒ

難しいカ・，脈に・角形が加わればその儲踏魏　学的報告以外沸灘イヒ状態でア好ソ細糸確灘

なるためであり，円盤形をした非活性化血小板細胞膜　　蛋白質と結合しているという報告はほとんどない。一

の曲面付着には5角形が必要であると考えられる。一　　方，これらの細胞膜糖蛋白質の異常や欠損がある先天

方，このような6角形と5角形の組み飾せ1ま，クラ　髄小板灘化贈症としてB・m・・d・S・ulier症候

スリソ鞭小胞のクラスリ購築が良く知られている　群やG1・n・m・nn’・th・。mb・・th・mi・などが知られ

40）41）。本研究でこの組み合わせが血小板細胞膜裏面の　　ている31）52）。これら疾患の血小板活性化異常はこれ

細胞骨格構築にも見られたため，他の細胞内にもこの　　まで糖蛋白質のレセプター部位の異常や欠損によるも

よう鰺解購舳面を形成する騰造噸打ちと　のと鮪されている・しかし・・セプターの異常鮒

して，細包簾と密撚関係し存as一る磯性が識　ではこれらの難で見られる非灘化状態でのlin’j’板

さ泌．また，。の多角瀦築融勲ヲ陽成する騰　の形態賄力糊できない・したが・て細胞騰蛋白

造の裏打ちとして，他の細胞にも見出されれぽ，被覆　　質と細胞骨格との結合の異常や不全があり・それによ

小胞や血小板細胞膜裏面に観察された亀甲状の幾何学　　って血小板形態異常が現れるのではないかとも考えら

模様も含めて，亀甲状膜骨格（tortoise　she11　pattern　　れる。本研究の方法をこれら疾患の血小板に応用し，

membrane　skeleton）と総称することができると思　　細胞膜と細胞骨格との結合様式を検索することは・こ

わ滴。　　　　　　　　　れ嫉患における活性化異常の購角糊に役立つ躍
　細胞膜裏面の細胞骨格裏打ち構造については，従来　　　われる。

より赤血球について詳細に検索されてきた。赤血球で　　　　　　　　　　V　結　　　語

はスペクトリソがアクチソ細糸とともに裏打ち構造を

形成して形態保持をしていることが知られている42）　　　機械的に2分割した非活性化ヒト血小板に急速凍結・

43）。最近，血小板にも免疫学的に赤血球スペクトリソ　　ディープエッチシグレプリカ法を応用し，細胞骨格の

抗体と反応を示す蛋白質が存在することが報告された　　　3次元的微細構造を電子顕微鏡学的に検討した結果，

が44），その量は少量であり，細胞骨格の主成分にはな　　以下の結論を得た。

り得ない。本研究で認められた血小板裏面に付着する　　　1　非活性化血小板細胞膜裏面セこはマイクロフィラ

マイPPフ、ラメソ購成蛋噸の同定が，今後重要　メソトによる6角形，一部1こ5角形の混在する多角形

な問題となるが，直径が約8nmであり，すでに生化　　の幾何学模様が存在し，血小板機能に深く関与してい

学的に報告されているように血小板細胞膜細胞骨格に　　　ると考えられる・また・このような構造を亀甲状膜骨

はアクチソ蛋白質が最も豊富に存在することから22），　　格（tortoise　shell　pattern　membrane　skeleton）と

アクチン細糸である可能性が強い。また，細胞質内に　　総称することを提嘱した。

網目状や細糸状に観察された細胞骨格（Fig．3）は，四　　　2　非活性化「fit小板細胞質内では細胞膜裏面上の多

酸化オスミウム固定により切断されて微細穎粒状にな　　角形頂点で3本のマイクロフnラメントが接着し立ち

った（Fig．2b）ので，アクチン細糸により主に構成さ　　上がり，太い細線維束となり，互いに結合や解離を繰

れていると考えられる17）45）臨48）。　　　　　　　　　　　り返して網目状構造の細胞骨格を形成している。この

　また，細胞膜と細胞骨格との接麹こはアクチン蛋白　　細線維束は分泌穎粒と強い結合をしていないと考えら

質以外にミオシソ，ゲルソリソ，α一アクチニソ，ビソ　　れる。

クリンなどのアクチソ結合蛋白質も関与していると考

えられる16）。したがって本研究で観察された幾何学模　　　本研究の要旨は第90回日本解剖学会総会（昭和60年

様を形成するマイクロフィラメソトのアクチソ以外の　　　4月，博多）において発表した。
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