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骨髄体外培養組織の切片染色による細胞学的研究
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第1章　 緒 言

血球の生産母地なる骨髄は複雑な細胞構成を有し,

徴妙な神経性,体 液性の支配調節を受けながら,常

に一定の造血機能を営み循環血の平衡を保持してい

る.古 来幾多先人は骨髄機能を解明せんとして不撓

の努力を重ね貴重な業績を残されたが未だに不明の

点は多い.夙 に本世紀初頭に成功を見た組織体外培

養法は, Carrel &, Burrows44), Foot48)等 に より逸

早く骨髄組織にも応用 され骨髄 の研 究に有力な一

方法となつた.爾 来骨髄 体外組織培養法は, Erd

mann45)に よりFoot48)の 家鶏骨髄培養所見に追試

が行われ, Maximow61)に より家兎骨髄 にGrosa

mann50)に より海〓骨髄に応用され, Herworden53),

 Rasmussen67)等 により逐時発展し血液細胞の系統

発生学上の研究に利用されて来た.一 方又骨髄をそ

の特性と機能を失わずに生体外に於て観察し,そ の

体外に於け る所見 より複 雑な骨髄機能を窺い知

ろうとする研究もLoeb61)に より先鞭がつけ られ,

 Jeuey57), Easmussen67)等 に よ り試 み られ,更 に

Osgood63) 64)等 も骨髄細胞培養 法を考案 して骨髄機

能の解明に努めて来た.

抑々生体内に於ける骨髄造血機能は血球の分裂に

よる増殖.幼 弱細胞の成熟 更に細胞の末梢血管へ

の遊出の三段階に大別される.骨 髄培養組織のこれ

等についてはRasmussen67), Rachmilewitz66)等 に

より家兎骨髄について研究されている.然 し細胞の

生態観察を行 うに便利な被覆培養法では切片を作つ

て骨髄片中を観察するには困難なため,何 れも特殊

な壜中に於て培養し切片としたもので,生 態観祭と

骨髄片中の細胞観察は同一培養法では行われていな

い.私 は教室改良の被覆培養法を利用して家兎骨髄

を培養 し,更 にその切片を製作 して移植骨髄片(以

下原組織と呼ぶ),血 漿中に出現せる細胞帯(以 下.

増生帯と呼ぶ)を 同一標本上に於て観察し,培 養に

より増生帯を形成する細胞が単なる骨髄片よりの遊

出のみでなく,分 裂による増殖 を伴 う事を確認し,

更に逐時的に細胞の成熟が行われる事を観察し得た.

又一方培地の骨髄片に及ぼす影響を観察せんとして,

先に教室大藤等8) 9)が 発表した培養促進物質として

ビタミンB12(以 下B12と 略)。 葉酸,抑 制物質とし

てのナイトロミン及びカルチノフィリンの添加培養

標本についても比較観察を行い,併 せて培地の簡易

化により日常臨床材料に利用される教室考案の簡易

培養法11) 30)に ついても同様の観 察を行つたので報

告する.

第2章　 実験方法並に観察方法

実験材料:使 用動物は体重1.5kg前 後の白色雄

性健康家兎を約1週 間一定の生活状態に馴致せしめ
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て使用した.実 験に際しては24時 間絶食せしめ心臓

穿刺によりヘパ リン加血漿を作 り,大 腿骨々髄を無

菌的に リンゲル氏液中に取出し赤色髄を約1mm3の

大 きさに細切し培養組織片とした.

培養方法:教 室改良の被覆培養法5)を 用い,被 覆

硝子上に前述の如くして得たヘパリン加血漿を, 1/2

針を付けたツベルクリン注射器を用いて1滴 々下し,

直径1.5cm大 の円形に拡 げ中心 に組織片を置き
,

更 に孵化9日 目の鶏胎児圧搾液の作成直後のものを

1滴 々下しよく攪拌した後
,凹 窩載物硝子とパラフ

ィンを用いて接合し,血 漿の凝固するのを待つて懸

滴法とし再びパラフィンを用いて密閉し, 37℃ の

孵卵器中に培養 した.以 上の操作は全て無菌的に行

つた.

各種薬物の添加 は大 藤等8) 9)の 例 に従いB12は

0.05γ,葉 酸は0 .05mgを 添加し,ナ イ トロミンは

1cc中10-2mg , 10-4mg, 10-6mgを,カ ルチノフ

ィリンは1cc中10単 位. 100単位. 1000単 位 の濃

度のものを1滴 添加 した.簡 易培養法は平木教授

等30)に より発表された方法に従い鶏胎児圧搾液の

代 りにB12 100γ/ccを1滴 々下培養 したが,固 定

のため培地の凝固を必要としたので血清を用いず,
ヘパ リン加血漿を支持体とした

.

固定,切 片製作及び染色方法:培 養開始後逐時被

覆硝子を剥 しZenker-Formol液 にて30分 間固定し,

パラフィン及び一部ゼラチンに包埋して切片を作つ

た.パ ラフィン切片作成に際し培養組織片を安全剃

刀を用いて被覆硝子から剥離し,予 め ミクロトーム

上に準備.せる水平なパラフィンブロック上に溶融せ

るパラフィンを用いて着床せしめ約4μ の厚さに切

り,ゼ ラチン包埋はゼラチンを凝固さすときに被覆

硝子面より剥離して包埋し凍結切片とした.ゼ ラチ

ン包埋凍結切片は細胞嫁縮少き'ため個々の細胞観察

に用いた.切 片は原組織,増 生帯を同一平面に含む

様に作成 し,原 組織の中央を切れるものを観察に供

した.染 色は1滴 を10ccに 稀 釈 し, pH 6.2に 補

正 したギムザ氏液を用いて1～1時 間半染色した.

観察方法:観 察は標本を原組織中心部,原 組織周

辺部,増 生帯中心部,増 生帯中間部,増 生帯周辺部

の5区 にRAPT,各 区分毎に細胞百分比をとり,各 部

の未成熟白血球,成 熟白血球の比から次式により成

熟率を算出し時間経過による推移を見た.

成熟率=
成熟白血球%/
総白血球%

×100

又全標本中の核分裂像を観察し有核細胞数1000に対

する値を核分裂指数とした.な お培養前骨髄はパラ

フィン切片として観察した.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 正常培養法に於ける所見

培養開始と共に原組織中の成熟白血球は,そ の遊

走能により原組織周辺部 より漸次血漿中に移動し,

増生帯を形成する(写 真1, 2).

培養3時 間後:原 組織中の細胞分布は大略培養前

の骨髄と同じであるが,原 組織周辺部の辺縁は成熟

細胞が増生帯に遊出するため,成 熟細胞の比率は少

くなる.増 生帯の細胞は殆んど成熟細胞であり,増

生帯周辺部には偽好酸球が多く,核 は細長く伸び胞

体も伸展分岐して活発な運動を続けていた状態を窺

い得る.増 生帯中間部も同様成熟偽好酸球により占

められる.増 生帯中心部の原組織に接する部分には

少数の幼弱細胞が現われ,赤 血球もこの部に止まる.

これ等遊走能のない細胞は成熟白血球の移動に際

して受動的に原組織中より移行したものである.核

分裂指数は原組織中に於て培養 前骨髄よりは小で,

増生帯に於ても極 く少数原組織に接する部分に認め

られる.

培養6時 間後:原 組織中心部の像は移植前の骨髄

と大差ないが周辺部の細胞は更に遊出する.然 しな

がら原組織中に於ては成熟白血球と錐も増生帯に於

ける如く種々の運動形態をとらず,極 く一部の細胞

に僅かに胞体の変形を見るが殆んどの細胞は円形で

ある.増 生帯は3時 間後より更に拡大し,細 胞は活

発な運動像を呈し(写真3),増 生帯中心部には桿状

核の偽好酸球が多い.即 ち押出された幼弱細胞が成

熟したものである.核 分裂像は原組織中に於ては3

時間後より増加し,増 生帯中の核分裂像も漸次多く

なる.分 裂各期の像が観察されるが中期の像が多い.

培養12時 間後　原組織中の細胞分布は大体均等に

なり,中 心部,周 辺部の成熟率は大差 なくなる(写

真5),成 熟細胞百分比は培養 前骨髄より多い,増

生帯は更に拡大し細胞は活発な運動像を呈する.増

生帯周辺部は成熟偽好酸球によつて占められ,中 心

部,中 間部に亘つて単球,好 酸球,淋 巴球が少数見

られる.原 組織に接する部分には幼弱白血球,赤 芽

球,赤 血球が多 く集り,従 来唱えられている脱核様

の像が見られる.増 生帯に於ける分裂指数は大で分

裂各期の像が見られ(写 真4),原 組織,増 生帯を含

めて本時間に見られる分裂指数は最高値を示す.

培養24時 間後:原 組織中の細胞は幾分粗になるも
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各種の細胞が存在 し変性像を認めず,成 熟率 も12時

間後より更に多 くなり間質細胞の増殖はな く,唯 脂

肪細胞がやや肥大する.増 生帯には分葉偽好酸球が

多くなり,一 方又核形が丸くなり胞体も伸展せず運

動静止と見られる偽好酸球が散見せられる.核 分裂

像は原組織,増 生帯共に12時 間を過ぎれば漸次減少

し,特 に分裂前期の像が少 くなり,中 期の像が多く

なるが分裂終期の像は原組織で14%,増 生帯で27%

見られる.

培養48時間後:原 組織中の未成熟白血球は既述の

如く刻々と成熟し増生帯に向つて移動するため,白

血球系細胞の絶対数は少 くなり,幼 弱白血球は又相

対的に減少する(写真6).赤 芽球は原組織中に止り

本時間に於て50～60%を 占める.更 に脂肪細胞も増

加し(写真7),原 組織周辺部に組織球の出現を見る.

増生帯に於ては運動形態を示さず円形を呈し,核 濃

縮、顆粒粗大融合化が見られ る細 胞が出現するが,

単球には斯る像はない.核 分裂像は一部には染色体

の配列が不均等になり,胞 体に成熟した顆粒を有す

る分裂経過中に停止したと思われる像も見られる
.

培養72時 間後:原 組織中には更に脂肪細胞が増加

し,細 網細胞も明瞭になり数を増 し,原 組織周辺部

には組織球が増加して赤血球及び変性せる白血球を

貪喰する(写真8).骨 髄 細胞は絶対数は少くなるが

原組織中に於ては変性像は少い.原 組織辺縁部の培

養時に切断せる部分には線維芽細胞が現われ細長く

胞体を伸展する.増 生帯中間部及び周辺部に於ける

顆粒細胞は細長 く伸び或は円形になり,約 半数に核

濃縮,崩 壊,顆 粒融合等の変性像が見られる.単 球

には本時間に於ても変性所見 を呈するものは少い.

原組織辺縁部に出現した線維芽細胞は始めは原組織

を包囲する如 く環状に発育し,環 の一部を外増生帯

の方に向けて突出し,環 が切れて次々に放線状に増

生帯に向つて伸びる(写真9).骨 髄細胞の分裂は極

く少くなるが,線 維芽細胞,細 網細胞等の核分裂像

が時に見られる(写真10) .

培養96時 間後:原 組織中の白血球系細胞は極 く僅

かとなり,赤 血球系幼弱細胞,細 網細胞,内 皮細胞

等が見られ,脂 肪細胞は肥大しその数を増す.赤 血

球は原組織中の拡大せる静脈洞,増 生帯中心部の原

組織に近接する部分に多く集まる(写真11).こ の期

に於ける核分裂像は時として間質細胞に認められる

が骨髄細胞には見られない.

培養120時 間後:原 組織は脂肪細胞により充満さ

れ一部に島嶼状に赤芽球,赤 血球を見,細 網細胞,

内皮細胞が存在するが極く少い.先 に48～96時 間の

標本に見られた組織球は数が少 くなり消失した標本

もある.唯 原組織周辺部より発育した線維芽細胞は

数を増し,胞 体を長 く増生帯に向けて発育する.こ

の期になると骨髄細胞は極 く少 く,一 見線維芽細胞

の培養の如き像を呈する.増 生帯に出現した細胞は

殆んど変性する.

第1表　 正常培養時間経過による分裂指数の推移(‰)

M:原 組 織　 W:増 生 帯

培養各時間を通じて分裂指数の推移を見ると第1

表の如くなり平均値は第1図 に示す如 く増減する.

核分裂像として観祭した細胞は何れも静止し,細 胞

面積を増し,染 色体を認めた有糸分裂像で,前 期,中

期,後期,終 期と区分して観察した.第2表 に示す如

く冬時間,各区域を通じて中期の像が最も多い.無糸

分裂像は12時 間を過ぎた標本に極 く稀に認められた

が,出 現個数少きため経時的な比較には取上げなか

つた.培 養6～12時 間後に於て増生帯の細胞分裂は

旺盛であり,原 組織中に於ても分裂像は多く12時間

後に最高値を示した. 48時 間以上培養すると分裂像

は極度に少くなり,更 に72時 間以上の標本に於ては
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間質細胞の分裂を見るに至る.各 時間の各区域毎の

細胞分類より成熟率を算出して比較すれば第3表 の

如 くなる.

第1図　 正常培養核分裂指数(6例 平均)

第2表　 有絲分裂各期の出現比(6例 平均)
(%)

M:源 組織

W:増 生帯

第3表　 正常培養成熟率(6例 平均)

培 養 前:22.9

第3節　 各種薬物の影響

1)ビ タ ミンB12の 添加: B12添 加培養に於け

る原組織,増 生帯の時間経過による変化は,前 述の

正常培養法に於ける変化と大略 一致する.核 分裂指

数の推移は第2図 に示す如く正常培養法と同一の増

減をするが, 12時 間後原組織で平均4.1‰ を示し僅

に分裂は促進される.特 に原組織中の赤芽球

系の分裂像が正常より多い.

成熟率は第4表 に示す如く原組織中では正

常培養に比較し早期 に高 くなり, 48時 間を

過ぎると低下する,増 生帯中の細胞変性は72

時間後に多 く認められるようになるが,線 維

芽細胞の増殖,組 織球の出現は正常培養に比

して少い.原 組織周辺部,増 生帯中心部の原

組織に接する部分に集る赤血球は正常培養よ

り多く(写真12),拡 大 した静脈洞にも赤芽球,

赤血球の集合を認め(写真13),正 赤芽球の核が胞体

より突出し,核 形が瓢箪形を呈し,,脱核中かと思わ

れる像が見られるが,或 は標本作製中の人工産物か

も知れない.

第2図　 B12添 加 分裂指数(3例 平均)

第4表　 B12添 加成熟率(3例 平均)

培養 前: 25.4

2)葉 酸 の添加:葉 酸添加培養に於ける原組織の

変化,増 生帯中の細胞移動等は正常培養 と大略一致

するが,第5表 に示す如 く原組織中には幼弱白血球

が相対的に多 く,従 つて成熟率は後者に比して低値

を示し,増 生帯中心部に出現する幼弱細胞は又後者

より多くこの部の成熟率 も低い.培 養48時 間後には

組織球,細 網細胞,線 維芽細胞が少数出現し, 72時



骨髄体外培養組織の切片染色による細胞学的研究 2073

間後には原組織中の成熟白血球は減少するが変性像

は少い.

即ち本培養に於ける原組織中の細胞遊出は早く,

原組織の実質細胞の減少は正常に比して早期に起る

脱核様像も正常より多 く認められる.分 裂指数は第

3図 に示す如く正常よりやや多 く, B12添 加の場合

と同じく原組織中の分裂像が多い.

第3図　葉酸添加分裂指数(3例 平均)

第5表　葉酸添加成熟率(3例 平均)

培養 前: 22.3

3)ナ イトロミンの添加: 10-2mg/cc添 加では3

時間後に, 10-4mg/ccで は6時 間後に. 10-6mg/cc

では12時間後に増生帯顆粒球に顆粒の融合粗大化,

核濃縮,胞 体内空胞形成等の変性像が出現する.原

組織の変性は僅かに遅れる(写真14).核 分裂指数は

第4図 に示す如く10-6mg/ccで は6時 間 まで相当

見られるが, 10-4mg/ccで は極 度に低下 し, 10-2

mg/ccで は殆んど認められず,分 裂経過中に停止し

たと思われる像を呈す.即 ち染色体は濃染し不規則

に配列し胞体周辺は不明瞭になり,胞 体中に粗大な

顆粒時に空胞を含むようになる.細 網細胞の分裂像

は10-2mg/cc , 48時 間後の標本にも認められる.何

れの濃度に於ても細網細胞,脂 肪細胞は時間経過と

共に増加し,組 織球は10-2mg/cc 12時 間後に出現

し,変性崩壊せる細胞遺残物を貪喰する.線 維芽細

胞の増生は10-2mg/ccで 見 られず10-4mg/cc 72時

間の標本に極く僅か認められ, 10-6mg/ccで は72時

間後に相当認められる.低 濃度では単球,淋 巴球は

比較的抵抗強 く残り,骨 髄巨核球も変性傾向は少い.

第4図　 ナイ トロミン添加分裂指数(各3例 平均)

4)カ ルチノフィリンの添加: 10単 位/ccで は1

3時 間後に既に増生帯顆粒球の2～3%に 変性像が

見られる.原 組織中の細胞には変性像はないが,成

熟白血球に胞体の変形をしているものが多い. 12時

間後になると原組織中に脂肪細胞が増加し実質細胞

は疎となり,組織球が出現し細網細胞も増加し,胞体

の一部を伸展して細長 くなる.時 間経過と共に白血

球系細胞は核濃縮,顆 粒粗大化等の変性所見を呈し,

原組織中では幼弱細胞の変性像が早期に見られる.

 48時 間後になると原組織中の細胞は更に疎となり,

赤血球系幼弱細胞も変性所見を呈し,正 赤芽球は少

く核及び胞体面積の少いものが見られるが脱核様像

は認められぬ.線 維芽細胞は48時 間後に少数見られ

る. 100単位/ccで は上記変性が更に高度となり(写

真15), 24時間後では原組織周辺部にまで脂肪細胞

が出現し原組織中には硝子様物質と核の明瞭な脂肪

細胞が増加する,線 維芽細胞の増殖は認められない.

 1000単 位/ccで は3時 間後に増生帯細胞の約20%に

変性所見を認め,原 組織の幼弱細胞特に骨髄芽球,

骨髄 球は殆んど変性し,硝 子様物質が脂肪細胞の出

現 より先に現われる.脂 肪細胞,組 織球は少数存在

するが培養時間が経過しても間質細胞の増殖は認め

られぬ.

核分裂像は1000単 位/ccで は 全く認 めず,第5

図に示す 如く100単 位/ccで は 極度に少 く, 10単

位/cc添 加3時 間後には相当見られるが時間経過と

共に急激に減少する.

第3節　 簡易培養法に於ける所見

簡易培養法に於ては原組織中の成熟細胞は比較的

早期に増生帯に遊出し,培 養6時 間後になると原組

織中の細胞は疎になり,之 に伴い幼弱白血球の増生

帯中心部への出現が多 く,こ の部の成熟率は第6表
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に示す如 く低い. 12時 間後になると脂肪細胞が肥大

すると共に数も増加し,細 網細胞も増加し,原 組織

周辺部に組織球が多くなる.増 生帯の細胞は24時 間

後に変性像が多 くなり, 48時 間後には増生帯に少数

の線維芽細胞の増生を認めるが,正 常培養の如き盛

んな増殖は見られない.核 分裂像は第6図 に示す如

く, 6時 間後に於て最高値をとるが正常培養法に比

較すると少く, 24時 間後には分裂停止の像が見られ

る.

第5図　 カルチノフィリン添加分裂指数

(各3例 平均)

第6図　 簡易培養分裂指数(3例 平均)

第6表　 簡易培養成熟率(3例 平均)

培 養 前: 26.5

第4章　 総括並に考按

骨髄組織を生体外に培養すれば時間経過と共に遊

走細胞は骨髄片より遊出して増生帯を形成し,骨 髄

の組織構造は変化し,漸 次間質細胞が増加して培養

後4～5旧 目になると,線 維芽細胞の増殖が盛んに

なり線維芽細胞の培養の如くなる.増 生帯に出現し

生態観察される細胞は早晩変性に陥るが,こ れ等増

生帯に見 られる諸細胞がただ単に残生 しているに過

ぎないものか,或 は分裂による増殖を伴つたもので

あるかは疑問となる所であり,更 に又細胞の成熟に

ついても多くの学者により諸説が唱えられている.

 Foot48)は 家鶏骨髄培養の結果Lymphoid cell(Xcell)

が骨髄球,更 に分葉白血球に移行すると述べ,又 こ

の細胞が組織球にもなると述べており, Rasmussen

67)は 家兎骨髄培養の結果,成 熟白血 球は生命は短

いにも拘わ らず長期間残 り,成 熟未成熟の割合は成

熟の方が多くなり,又 一方赤芽球が脱核して赤血球

になる像を観察し,培 養により成熟が行われると結

論した. Herwerden53)も 同 様脱核像を観察 し,

 Spadafina70)は 家兎及び海〓の骨髄培養でHaemo

cytoblastが 骨髄球に成熟し,又 赤芽球が脱核する

像を観察したと述べ, Rachmilewitz66)も 又 白血球

の成熟を認め,分 裂による増殖も行われる事を記載

し,最 近久保田等15)も 家兎骨髄培養 で赤芽球は脱

核により赤血球になると報告している.

私は前述せる如く生態観察に便利な被覆法を用い

て家兎骨髄を培養し,成熟については上記の諸家と

類似の結論を得た。即ち幼弱白血球,成 熟白血球の

出現比より成熟率を見ると,遊 走による白血球の移

動を考慮すべきであるが成熟率は増加する.特 に原

組織中心部に於ける成熟率の増加に関してであるが,

この部の成熟白血球は外に向つて遊出するので,該

部の成熟細胞は当然減少すべきはずであるにも拘わ

らず,実 際には前述の如 く成熟率は48時 間後まで増

加するのを認めた.即 ち斯く原組織を区分して観察

する事により,骨 髄を培養すれば未成熟白血球が成

熟する事が一層明らかとなつた.赤 血球系細胞の成

熟は,赤 血球の出現が不均等なために成熟率の比較

は困難であるが,培 養により原組織中め静脈洞は湖

状に拡大し,こ の部の赤血球は培養により増加し,

又諸家の言う所謂脱核像を静脈洞中及び原組織辺縁

部,増 生欝中心部に於て観察し得た.

核分裂像については上述諸家も触れる所は少く,

 Foot48)は 無 糸分裂に より分裂し小型の細胞を生
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ずと述べ, Rasmussen67)は 有糸分裂 による分裂は

少いと述べているが, Rachmilewitz66)は 有糸分裂

によって増殖すると記載 している.然 しながら時間

的な推移は観察していない.私 は核分裂像の培養経

過による変動を観察したが,分 裂指数は培養12時 間

後まで増加し,原 組織のみならず増生帯に於ても分

裂像を認め,培 養24時 間後までは異常核分裂像,分

裂停止像を認めず,核 分裂像は有糸分裂が主であり,

無糸分裂像は極 く稀に認められるに過ぎない.然 し

て有糸分裂各期の百分比を見ると,各 時間共に中期

の像が多く,核 分裂中期が培養により遷延されると

考えられるが,後 期,終 期の像が認められる事は,

一旦開始された核分裂は完了するまで持続されてい

る事を示すものである.

次に白血球の運動については古 くWharton Jones

によつて実証されて以来多くの業績があり,骨 髄培

養に於ても移植した骨髄片中から遊走能を有する成

熟倉血球が遊出し,之 に伴つて遊走能のない幼弱白

血球も多少増生帯中心部に現われ,夫 々固有の運動

像を呈する事が既に平木教授 等30)に よつて発表さ

れている.切 片標本に於ける観察でも増生帯の細胞

は種々の変形像を呈して固定されるが,原 組織中に

於ける成熟白血球は増生帯の如き変形像を呈せず,

唯僅かな変形をなしているに過ぎない.然 しながら

時間経過と共に原組織中の成熟細胞は漸次増生帯に

移行して減少し,原 組織中には実質細胞の減少に伴

い脂肪細胞,細 網細胞の増殖を見,古 くより骨髄培

養を手掛けた諸家によつて記載されている線維芽細

胞の増生帯に放線状に向う増殖を見る.

要之骨髄体外組織培養に於て移植した骨髄は単に

退行変性を辿るにあらず して,一 定期間成熟,分 裂,

遊出の骨髄機能を保持するものである.

B12添 加培養について. B12は 発見が比較的最近

になされたに拘わらず悪性貧血に対する特効的な作

用が実証せられ,骨 髄組織に及ぼす作用については

多くの業績があり,骨 髄に対して直接刺戟作用を有

する事が認められている.伊 藤1),牧 野34)等は家兎

骨髄の液体培養を行い骨髄細胞増生に著明な促進作

用のある事を認め,教 室岩崎3)も 氏の考案になる

液体培養法を利用 してB12は 赤血球系細胞増生を

促進する事を認めている.一 方大藤等8)は 被覆培養

法に添加しB12は 又,白 血球 系細胞増生を促進す

る事をも認めている.私 はB12を 添 加培 養する事

により,核 分裂指数の増加,特 に原組織赤芽球の分

裂促進,白 血球系細胞の成熟促進及び脱核様像によ

る成熟赤血球の増加を認めた.即 ちB12は 赤 白血

球系に対して成熟,分 裂を促進する.

葉酸添加培養について り葉酸は生体内で遊離型に

転化され,之 が骨髄に働いて赤血球の成熟を促進す

ると広 く信じられているが,牧 野34),伊 藤1)は 骨髄

培養に於て細胞増生を促進す る事を認め,教 室上

村12)も 家兎骨髄に葉酸を注入す る事により直接刺

戟作用のめる事を認めている.又 大藤等8)の 添加実

験によると葉酸は増生面積を増加させ,偽 好酸球の

遊走を促進さす等,主 として白血球系に直接刺戟作

用を示すという.私 は葉酸を添加し,核 分裂指数の

増加,赤 血球系の成 熟促進等B12と 類似の作用及

び白血球の遊出促進による短期間内の原組織の成熟

率の低下を認めた.こ れ等は上記牧野94),伊 藤1),

上村12)等 の所見と一致し,又 大藤等8)の 実験結果

とも符合する.な お私の行つた被覆培養法に於ては

原組織中の赤血球系細胞に対しても刺戟作用のある

事が認められる.

ナ イトロミン添加培養について'ナ イトロミンの

骨髄に及ぼす作用については,白 血病治療時に病的

幼弱白血球に空胞形成,原 形質推移,顆 粒推移,核

濃縮等が起る事が玉置等20)に よつて報告 され,又

島内等19)は 家兎に投与して骨髄顆粒球の減少,核

左方推移,ミ トコン ドリアの著減等を報告している.

教室大藤等9)は 骨髄被覆培養法を用いてナイ トロミ

ンの直接作用を観察し,骨 髄増生の抑制,偽 好酸球

遊走速度,貪 喰能等の細胞機能の著明な低下を来す

事を報告している.核 分裂に及ぼす影響については,

類似化合物なるナイ トロジェンマスター ドは,分 裂

期にある角膜上皮細胞に対し中等量では影響なく,

長期間作用すると分裂を停止さし,分 裂像は消失し,

静止期に最も強く作用するといわれているが16),然

し牧野35)は癌細胞に対する化学療法の研究に於てナ

イトロミンは核分裂中期の細胞を破壊すると述べて

いる.飜 つて私の成績を見る 高濃度では培養初期

より顆粒球の変性が激しく分裂も極度に障碍され,

低濃度に於ては短期間(3～6時 間)は 分裂像を認

めるが中期の像が多く,中 期以後の像は極 く少く,

長期間培養では分裂停止像を見る,即 ち上記諸家と

類似の所見を得たが,大 藤等が抑制の取れるとい う

濃度に於てす ら核分裂は障碍されており,骨 髄組織

に対しても癌組織に作用すると同じく分裂中期に障

碍を加えるものであろう.

カルチノフィリン添加培養について ・カルチノフ

ィリンは奏51)に より発見せられた新抗 腫瘍物質で
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あり,島 田18)等 に よつて悪性腫瘍に投与せ られ有

望な効果が認められつつある,即 ち腫瘍組織を線維

化し腫瘍細胞を鬆粗化し核の濃縮及び融解を起す事

が認められている.私 もホヂキン氏病2例 に投与し

て臨床像に効果を見た,久 保14)は 本剤 を慢性骨髄

性白血病に投与してナイ トロミンと同じく幼弱細胞

の減少を見ており,武 石21)は 投与前後の骨髄像を

比較して幼弱細胞の減少を来たすと述べている,牧

野35)は 癌細胞 の分裂に及ぼす カルチノフィリンの

作用を追求 し,静 止期の核を破壊し遂には細胞質を

溶解する効果を認めている,私 は本剤を骨髄培養に

添加して直接作用を見たが,高 単位では核分裂像は

認め られず,細 胞崩壊が激しく骨髄は急速に膠様髄

と化 し,特 に正常培養に見られる間質細胞の発生も

障碍される,低 単位では作用は緩和であり,一 定期

間骨髄組織は維持され間質細胞の増殖を見,線 維芽

細胞も出現するが,分 裂は障碍され核分裂指数は時

間経過と共に激減する.即 ち骨髄細胞に婦しても静

止期に作用して新たな分裂の開始を抑制するものと

思考される.

簡易培養法について:第2章 に述べた如 く正常培

養法には鶏胎児圧搾液,ヘ パリン加血漿を必要とし,

培養手技にも習熟を要し日常臨床上に手軽には応用

出来ない.更 に近年進歩しつつある位相差顕微鏡標

本には媒体の関係から満足すべき標本が仲々得られ

にくい.平 木教授等30)に よりこの点を改 良された

ものが簡易培養法である.原 法 は血清 とB12 100

γ/cc 1滴 つつを用いるが,私 は前述せる如く固定の

ため 血清の代りに血漿を用いて培養した.実 験成績

より本培養に於ける核分裂指数は正常培養 より低値

を示し, 6時 間後に最高値を示して増減する.原 組

織中の成熟細胞の遊出は促進され, 12時 間を適ぎる

と脂肪細胞が増大し間質細胞の増殖も起る.然 し増

生帯に出現する細胞の変性像は12時 間までは少く,

生態観察に利用可能な事が明かとなつた.

第5章　 結 論

正常家兎骨髄体外培養組織を切片標本として観察

し次の結果を得た.

1)正 常培養法に於ては移植された骨髄片より遊

走細胞が遊出して増生帯を形成し,之 に伴つて遊走

能のない細胞も増生帯中心部に現われる,培 養によ

り骨髄幼弱細胞は成熟し,核 分裂指数は12時 間を頂

点として増減する.即 ち本研究により骨髄組織培養

に於ては骨髄細胞の単なる遊出のみならず,成 熟分

裂の行われる事が明確となつた.培 養4～5日 後に

は間質細胞の増殖が盛んとなり線維芽細胞の増生を

見る.

2)B12は 骨髄細胞の分裂を促進させ,成 熟も促

進させる.

3)葉 酸 もB12に 劣るが同様の作用を有する.

4)ナ イ トロミンは骨髄細胞の核分裂を抑制し,

顆 粒白血球の変性を促進させる.

5)カ ルチノフィリンもナイトロミンと同じく核

分裂を抑制し細胞変性を促進する.

6)簡 易培養法は単なる超生態観祭にあらずして,

正常培養法には劣るが骨髄細胞の遊出,成 熟,分 裂

を起さしめる.

擱筆するに当り御懇篤なる御指導,御 校閲を賜つ

た恩師平木教授並に大藤助教授に深甚なる謝意を表

する。

(本稿の要旨は第19回 日本血液 学会総会に於て発

表 した)

(文 献 後 掲)

附 図 説 明

1.培 養 前 家兎 大 腿 骨 々髄(×100)

2.原 組 織 及 び 増 生帯,培 養3時 間後(×100)

3.運 動 像 を 呈 す る偽 好 酸 球,培 養6時 間後,増 生帯 中間 部(×400)

4.有 糸 分 裂 像,培 養12時 間後,増 生 帯. a, b,中 期. c, d,終 期(×1000)

5.原 組 織 中 の細 胞,培 養12時 間 後(×1000)

6.培 養48時 問後 原組 織,実 質細 胞 の 減 少,脂 肪 細 胞,組 織 球 を見 る(×100)

7.脂 肪細 胞 の 発 生,培 養48時 間後(×1000)

8.貪 喰 せ る組織 球,脂 肪 細胞, 72時 間後,原 組 織(×1000)

9.線 維 芽 細 胞 の 増生, 72時 間後,原 組織 辺 縁 部(×1000)

10.分 裂 中の 細 網細 胞, 72時 間 後,原 組織(×1000)
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11.培 養96時 間 後(×100)

12.増 生帯 中心 部 の赤 血 球, B12添 加, 24時 間 後(×1000)

13.静 脈洞 中 の赤 芽 球,赤 血球, B12添 加, 48時 間後(×1000)

14.ナ イ トロ ミン10-2mg/cc添 加, 12時 間 後 原 組織,脂 肪 細 胞 の増 加,顆 粒 球 の 消失(×1000)

15.カ ル チ ノフ ィリン100単 位/cc添 加, 12時 間 後原 組 織,脂 肪細 胞 の増 加,顆 粒 球 の変 性(×1000)

Cytological Studies on the Explanted Bone Marrow Tissue 

by Stained Section Specimens

Part 1. Explanted Bone Marrow Tissue of Normal Rabbit

By

Yoshiyuki Hattori

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School
(Director: Prof. Kiyoshi Hiraki)

In the observations carried on section specimens prepared from the explanted bone marrow 

tissue of normal rabbits, the following results were obtained:

1. In the regular culture method wandering cells, wandering out of the explanted bone 

marrow piece, form a growth zone and also cells without wandering capacity appear in the 

center of the growth zone. In culture immature bone-marrow cells reach maturity, and the 

mitotic index, having its peak at the 12-hour culture, fluctuates up and down. Namely, in 

the present study it has been clarified that not only bone marrow cells wander out but also 

maturation and mitosis take place in bone marrow culture. After 4-5 days' culture interstitial 

cells grow actively and also fibroblasts are observed to proliferate.

2. Vitamin B12 helps to promote the mitosis and maturation of bone marrow cells.

3. Folic acid acts on bone marrow in the same manner as vitamin Bit though to a lesser 

degree.

4. Nitoromin inhibits the mitosis of bone marrow cells and promotes the degeneration 

of granular leucocytes.

5. Carzinophilin like nitromin inhibits the mitosis and promotes the cell degeneration.

6. A simple tissue culture method is not simply for supravital observation, but it 

induces bone marrow cells to wander out, mature, and also induces mitosis although it is 

inferior to the regular method of tissue culture.
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