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は じ め に

哺乳類の骨髄は細網構造を形成している間質

支持組織とその網眼内に存在する造血組織より

なる.血 球の増殖分化は造血細胞と骨髄支持組

織との相互作用のなかで行われることが知られ,

造血微小環境の存在と,そ の形成における骨髄

支持組織の重要性が明らかにされてきている1)-3).

骨髄の形態学的研究は光学顕微鏡,透 過電子顕

微鏡により数多く行われてきたが4)-6),この骨髄

支持組織については,正 常骨髄では造血細胞が

支持組織間を密に埋めているために,そ の立体

的組織構築の観察は困難であった. Weiss3)は造

血細胞の除去のため大量の生理食塩水による灌

流後,骨 髄組織の走査電顕観察を行っている.

また,放 射線照射により造血細胞が消失させた

骨髄の走査電顕観察も行われた7),8).しかしなが

ら,生理食塩水灌流による長時間大量の灌流は,

内皮細胞および支持組織に形態的変性をもたら

す.放射線照射は造血細胞に細胞死を起こさせ,

造血細胞をほぼ完全に除去可能であるが,細 胞

が除去されるまでに長時間が経過すること,ま

た,細 胞残渣処理に多数のマクロファージが集

合してくるため8),観察される支持組織造は生理

的条件下での形態 とは異なると考 えられる.

一 方
, Highison & Low9)は 固定後の小腸など

を超音波振動 して上皮細胞の除去に成功し上皮

下組織の立体構築の観察を行 っている.そ こで,

本研究では正常なラット骨髄をグルタールアル

デヒ ド固定により骨髄の形態的特徴を保存 した

後,超 音波振動することに より造血細胞の一部

を振 るい落し露出させた支持組織を走査電子顕

微鏡観察 し,そ の三次元的組織構築 を明らかに

した.

材 料 と 方 法

Wistar系 雄 ラッ ト,体 重250-350gの ものを

用いた.動 物はethyl etherで 麻 酔後開胸 し胸大

動脈よ り挿管し,チ ューブの先端を腹大動脈の

腎動脈分岐部 よりさらに遠位部 まで進め結紮 し

た後, Ringer液50mlで 灌 流を行った.つ ぎに,

グルタールアルデヒド固定液(2.5% glutaraide

hyde, 0.1M燐 酸 緩衝液, pH 7.4)で 灌流固定を

行った.

走査電子顕微鏡観察:灌 流固定後大腿骨を剖

出し,片 刃の安全剃刀を用いて,縦 に割断 し,

さ らに,そ れぞれの割断片を分割 し,最 終的に

骨辺の上に骨髄が載 った一辺約2mmの 細 片 とし
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た.こ の骨髄試料 をグルタールアルデヒ ド固定

液中で超音波洗浄機(UT-52,シ ャ-プ)で3

分 間振動 させ,造 血細胞を振るい落 とした,こ

の骨髄試料 はさらに-晩 グルタールアルデ ヒド

固定液で浸漬固定 した.つ ぎに1.0%タ ンニン酸

溶液で6時 間処理 した後,四 酸化オス ミウム液

(1.0% osmium tetroxide, 0.1M燐 酸 緩 衝

液, pH 7.4)で 後 固定および導電染色10)を行 った.

図1　 ラット大腿骨骨幹部骨髄の走査電顕像.超 音

波振動により試料表面の造血細胞が脱落し,

造血細胞間に存在していた骨髄支持組織が露

出している。並走する洞様毛細血管(S)の 間

に存在する網眼の大きい骨髄細網.細 網細胞

(R)の 伸ばす細長い糸状の細胞突起(矢 頭)

により形成されている.こ の細網部の造血細

胞は互いに密着してお り,多 面体の外観を呈

するものも多い(矢 印).×1,500.

図2　 ラット大腿骨骨幹部骨髄の走査電顕像.糸 状

に長 く伸びる細網細胞(R)の 細胞突起(矢頭)

は網眼の大きい網工を形成している.網 眼中

に残る造血細胞の表面には微絨毛はほとんど

見られない,こ の試料は導電染色後の超音波

振動を行っていないため細胞表面に汚れが残

っている. A血 管外膜細胞×2,500.

図3　 ラット大腿骨骨幹部骨髄の走査電顕像 静脈

洞壁に隣接して幅の広いべ-ル 様の細胞突起

で隔壁され,造 血細胞一個の大きさに相当す

る網眼(矢 印)を 持つ細網がみられる.血 管

内皮細胞(E)が 剥離し基底膜の線維層(F)が

露出している.×2,300,

図4　 ラット大腿骨骨幹部骨髄の走査電顕像.細 網

細胞(R)が 網眼の小さな網工を形成している.

周囲の造血細胞が脱落し,伸 びだした短 く不

規則な形の細胞突起(矢 頭)が 細網を形成し

ている. M赤 芽球島の中心マクロファージ,

矢印 脱落した赤芽球による圧痕, S洞 様

毛細血管,×2,500.
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図5　 ラット大腿骨骨幹部骨髄の走査電顕像.洞 様

毛細血管(S)の 間で細網細胞(R)が 索状に絡

んで形成されている梁柱(矢 印).こ の梁柱に

は血管外膜細胞(A)の 細胞突起(矢 頭)も 絡

んでいる.×2,000.

図6　 ラット大腿骨骨幹部骨髄の走査電顕像.超 音

波振動により血管内皮細胞(E)は 部分的に剥

落し,外周にある線維層(F)が 露出している.

細網細胞(R)は 周囲に細胞突起(矢 頭)を 伸

ばしながら網工を形成し,そ の網眼中に造血

細胞を抱えこんでいる. A　 血管外膜細胞,

 G　 血管腔へ伸びだした巨核球の一部.

×2,500,

図7　 ラット大腿骨骨幹部骨髄の走査電顕像.造 血

細胞間に細網細胞(R)が 細い糸状の細胞突起

を伸ばしている.洞 様毛細血管(S)の 内皮細

胞(E),お よびその外周を被覆 している血管

外膜細胞(A)の 近傍には多数の微絨毛をもつ

造血細胞(H)が みられる.赤 芽球島の中心マ

クロファージ(M)の 表面には脱落した赤芽球

の圧痕(矢 印)が みられる.マ クロファージ

は細網細胞に比較して非常に多数の微小突起

を周囲に伸ばしている.×2,400,

図8　 ラット大腿骨骨幹部骨髄の走査電顕像 動脈

の外表面を被う血管外膜細胞(A),血 管外膜

細胞は皮下打て着多量の細網線維層の上を扁

平に広がり細胞突起を伸ばし周囲の細胞の突

起 と結合 している.突 起間には大小様々な空

隙(矢 印)が 存在 している. R　 細網細胞.

×2.500.
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一部の試料を除き
,グ ルタールアルデ ヒ ド,オ

スミウム二重固定 を行った骨髄試料 を,再 度,

超音波洗浄機で3分 間振動 した.そ の後アルコ

ールで脱水後
,臨 界点乾燥を行 い,金 パ ラジウ

ムを蒸着 した.観 察 は走査電子顕微鏡(JSM-

U3,日 本電子)を 用いて行 った.

結 果

本研究では ラッ ト大腿骨骨幹中の骨髄 をグル

タールアルデ ヒ ド固定後超音波振動 を行 うこと

によ り,骨 髄から造血細胞の一部を除去 し骨髄

支持組織 を露出させ,そ の細網構築 を観察す る

ことができ,ま た,細 網細胞の繊細 な細胞突起

及び細胞表面上の種々の凹凸が明瞭に保持観察

された(図1-8).グ ル タールアルデヒ ドに よ

る固定後にのみ超音波処理 を行 ったもの(図2)

に比 較 して,タ ンニン酸-オ ス ミウム酸処理後

に再度超音波振動を行った試料 では汚れの少な

い滑 らかな試料表面が観察された(図1, 3-

8).

1　 洞間細網細胞

細胞周囲に数本の細胞突起を伸ばすと同時に,

周囲の隣接する造血細胞による圧痕が綱胞表面

にあ り,多 棘 の多面体の外観を呈 していた(図

1-4).細 胞体 の大きさは径約20μmで ある.

細 網細胞の外表画は概ね平滑であるが,隣 接 し

ていた造血細胞の圧痕による陥凹や小溝,小 稜

が観察された(図3, 8).

洞 間に存在する細網細胞は,他 の洞間細網細

胞および血管周囲細網細胞(血 管外膜細胞)と

連結する数本の細胞突起 を,細 胞体周囲全方向

に伸ば している.洞 間細網細胞の細胞突起は糸

状で細長い ものや(図1, 2),や や 扁平で太 く

短いもの,べ ール状の菲薄で幅広の ものがみら

れた(図3, 4).

細 長 い糸状の細胞突起(fiolopodia)は,他 の

細網細胞の同様の細胞突起 と互 いに結合 し,造

血細胞が数個納 まる程度の網眼をもつ,比 較的

疎 な細網 を構成する(図1, 2).扁 平 で短い細

胞突起は造血細胞一個のみが納 まる網眼を有す

る密な細網 を形成す る(図3, 4).細 く長い糸

状の細胞突起 により網眼の大 きな網工が形成 さ

れている場合 は,造 血細胞と細網細胞 との接触

面積は小さい.細 網細胞の細胞突起も造血細胞

の形状と関係なく直線状にし走向し,側 枝状に

出る小突起も少ない.こ の網工の網眼中に存在

する造血細胞は互いに密着し多面体の外観を呈

している(図1).
一方,べ ール様細胞突起の隣接の造血細胞を

包み,さらにその辺縁は細く小さい突起となり,

造血細胞に絡みついている.こ のようにして周

囲の細網細胞の同様の細胞突起同士が結合し密

な網工を形成している.こ の様な網工の網眼中

に捕捉されている造血細胞は周囲の造血細胞か

ら隔離されている.ま た,静 脈洞近 くの造血細

胞は球形に近いものが比較的多く存在していた

(図3, 4).

細網を構成する細網細胞の細胞突起は,他 の

細網細胞の突起 と,両 者の先端が重なり合う形

で結合する.ま た,細 網細胞の突起が他の細網

細胞の細胞体の上に重なり結合することもある.

骨髄細網では,細 網線維は量は少ないが,細

胞突起あるいは細胞体に隣接並走するものがあ

る(図6).ま た,数 は少ないが,細 網線維の束

をべール様の菲薄な細網細胞の突起が包んだ,

やや太い梁柱が静脈洞間を橋渡 ししている(図

5).し かし,この梁柱の細網細胞による被覆は

不完全である.

2　 骨髄血管系,血 管外膜細胞 と骨髄細網

大腿骨骨幹部では骨内に栄養孔から入った動

脈は骨髄の中軸近くを走りながら,骨 髄辺縁部

に放射状に細動脈を分枝する.この細動脈から,

血管腔の大きい,洞 様毛細血管が分かれ,分 枝

吻合をしながら求心状に中心部へ向い,中 心静

脈に注ぐ.こ の中心静脈は栄養孔から骨外に去

る.こ れらの血管系の外層を形成する結合組織

は骨髄細網組織の一部を形成する.

血管外周は扁平な細網細胞である血管外膜細

胞(adventitial cells)によって被われる.外 膜

細胞の細胞突起は血管外周上を薄 く四方に広が

り隣接する外膜細胞の同様の細胞突起と結合し,

細胞の菲薄なシー トを形成する.こ の血管被覆

シー トは不完全であり,細 胞突起間には種々の

大きさの間隙が残る(図6).外 膜細胞は造血腔

へも突起を伸ばし,ま た洞間細網細胞の細胞突

起の足場となり骨髄細網の形成に加わる.洞 様
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毛細血管外周の近傍 で網糸が太 く網眼の小さな

網工形成に関与する場合(図4),洞 間細網細胞

の細 い細胞突起の足場(図2)と な った り細い

細胞突起 を伸ばして細い網糸の広い網眼をもつ

網工 を形成す る場合が観察された.互 いに平行

に走る洞様毛細血管間には,し ば しば両者を結

び付 けているように細網細胞が素状に絡み合っ

た梁柱が存在する.こ れらの梁柱は血管外膜細

胞 をその足場 としている(図5).

洞様毛細血管外周部では,結 合組織線維の量

は少ないが(図4),中 心静脈,動 脈(図8)の

周囲や,洞 様毛細血管で も一部では比較的多量

の線維が観察された(図3, 5).超 音 波振動に

より内皮細胞が剥離 した部域では,内 皮下に広

がる結合組織線維網がみ られた(図3, 6).こ

の線維網 も一様な網ではなく所々に直径数 μm

の窓がみ られた(図6).

3　 マ クロファージ

マ クロファー ジは赤芽球の集団である赤芽球

島(erythroblastic islet)の 中心細胞 として存在

していた.そ の走査電顕像は,包 込んだ赤芽球

の形態に対応 した数個の球状の陥凹 と陥凹間に

稜線様に特徴的に並んだ微小突起が観察された

(図7).

考 察

本研究では,固 定後超音波振動を行 い,ラ ッ

ト大腿骨骨幹部の骨髄の造血細胞の一部 を脱落

させ ることによ り,骨 髄支持組織を露出させる

ことがで きた.骨 髄組織の組織構築については

光学顕微鏡および透過電子顕微鏡を用いた組織

切片の観察による多くの研究4)-6)がなされる一方,

走査電子顕微鏡による組織の立体構築の観察 も

行 われて きたが11).12)しか し,造 血細胞の分化 と

血流中への血球の流入調節に重要な役割 を果 し

ていると考え られている骨髄支持組織そのもの

の立体構築の観察は,支 持組織間隙を埋める造

血細胞の存在のために困難であった.こ のため,

大 量の リンゲル液に よる灌流 を行った試料3),あ

るいは,放 射線照射により骨髄造血細胞に細胞

死 を起こし除去 した試料7).8).13)の走査電顕観察が

行われている.し か しながら,生 理食塩水によ

っても長時間大量の灌流は骨髄組織構成細胞に

影響 を及ぼ し生体中の形態は保存できないと思

われる.ま た,放 射線照射後の観察では造血細

胞はほぼ完全に除去 されているが,細 胞が除去

されるまでに長時間が経過することから,同 様

に,正 常状態の支持組織の形態とは異なってい

ると考えられ る.実 際に山崎 らの実験で も通常

ではみ られないほ ど多数のマ クロファージの集

合 も観察されている8).一 方, Lukら14)は リンパ

節の細網組織 を,試料 をグルタールアルデ ヒド,

オス ミウム酸で二重固定後手で振 ることによ り

組織間を埋めていた リンパ球を振 り落 として支

持組織のみを残 してその立体構築 を走査電子顕

微鏡 で観察 している.ま た, HighisonとLow9)

は小 腸その他で,高 橋-岩 永 と藤田15)は小腸で,

固定後の試料 を超音波振動 して上皮組織を除表

し,上 皮下組織の立体構築の観察に成功 してい

る.

今 回我々はラッ トの大腿骨の骨幹部の骨髄を

グルタールアルデヒドで固定後超音波振動 を行

い,さ らに,タ ンニン酸 とオス ミウム酸による

導電染色10)を施 した後再度超音波振動 を行った

結果,試 料表層の造血細胞を除去 し,骨 髄支持

組織を露出 させ るこ とができたが,そ の露出面

には,固 定前に接触していた隣接の構造物の凹

凸がそのまま印刻 されてお り,組 織 を固定後に

振動 し自由細胞等 を振 り落 とす方法は,支 持組

織の立体構築 を観察す るための優れた方法であ

ると言える.ま た リンゲル液による灌流が不十

分 な試料を導電染色を行った場合生 じる細胞膜

表面上の汚れも導電染色後に超音波振動 を行 う

ことにより剥離 され滑 らかな細胞表函像が観察

できた.し か し,骨 髄では,深 い層の造血細胞

の除去は困難であった.深 い層の除去のため超

音波振動を強 く行うと骨髄細網の破壊が起 きる.

これは他の器官の細網組織 と比較 して,骨 髄の

細網では,結 合組織線維の量が少ないなど,そ

の構造の脆弱性に起因す ると考 えられる.

骨髄支持組織の細網構造に関しては,今 回の

観察 と現在 まで に走査電 子顕微 鏡観 察 の報

告3),6),8).11)-13)とは 基本的に一致 していた.し かし

ながら,本 研究では,骨 髄の洞間造血組織腔の

支持組織網,骨 髄細網に,構 造の異なる二種の

網工の存在が特に注 目された.菲 薄でべ一ル様
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の細胞突起で形成 され網眼の小 さい網工部では,

細網細胞 と造血細胞 との接触面積は広 く,し か

も,造 血細胞は周囲か ら隔離 された状態に置か

れることになっている.こ の様 な網工は洞様毛

細血管の近傍に存在することが多かった.一 方,

網 眼の広い部では造血細胞 と支持組織 との接触

面積 は小 さく,造 血細胞同士が密着 している.

造血細胞の存在す る空間,即 ち,細 網の網眼の

形態も造血細胞の形態及び存在状態に大きな影

響を与え,造 血に関与 していると考 えられる.

この二者の網工の構造の違いは,そ の網眼に配

列される造血細胞の存在状態に も大 きな影響 を

与え,そ こに存在する造血細胞の移動の難易度

の差 も生 じさせ ていると考えられ,支 持組織 と

しての機能の違いの存在が示唆される.

造 血細胞は細網細胞が構成する三次元的細網

の網眼中に存在し増殖分化 している.そ して,

放射線照射を受け機械的に破壊 された骨幹中で

は造血がみ られないが,正 常 な骨髄を移植する

と,そ の骨髄組織中の細網細胞が増殖 し,洞 様

毛細血管 を伴 う正常の細網構造が回復 し造血も

回復することが知 られている16)-18).ま た,造 血

細胞の再生にともない細網細胞の細胞突起が伸

び造血細胞に絡み付 き三次元的な相互接触状態

におかれ,完 全 な血球の増殖分化が起こること

も報告されている19).一方, Dexterら2)は 培養系

を用 いて骨髄支持組織の造血細胞の増殖と分化

に与 える影響 を調べ,そ の増殖分化のための微

小環境が必要であり,そ れを骨髄支持細胞が作

り出 していると考えた.血 球の増殖分化に関し

ては, Dexter型 長期培養法を用いた研究により,

白血球系の増殖分化は単層の支持細胞 との接触

のみでその誘導が可能であるが,そ の速度は遅

く,造 血細胞の密度,お よび造血細胞 と支持細

胞 との接触の態様によりその効率が異なること

も報告 されている. 20),21).また,赤 血球系の分

化は支持細胞の単層培養 したものの上での培養

だけでは不完全である22).これ らのことは骨髄に

於て造血が行 われるためには血管系 と骨髄支持

組織 が三次元的に正常 な構造 をとることの必要

性 を示唆 している.そ して,よ り効率的な造血

が行 われるためには,骨 髄支持細胞,す なわち

骨髄細網細胞の存在および造血細胞 との密着 と

いうことだけでなく,細 網細胞が三次元的な細

網構造をとり,そ の網眼中に造血細胞が存在す

ることが,よ り効率的で完全な造血微小環境の

形成 に必要であると考えられる.

骨 髄のもう一つの重要 な機能は形成 された血

球の血流中への流出の調節であるが,血 管内皮

細胞だけではな く,血 管外膜細胞 も静脈洞壁で

の血球流出調節において重要な働 きをしている

と考えられている23)～25).特に, Weissは, endotox

in投 与 により造血細胞の静脈洞透過の亢進 した

骨髄を透過電子顕微鏡で観察を行い,静 脈洞壁

を通過直前に,血 球が血管外膜細胞に囲まれて

いる像 を報告 してお り25),本研 究で注目された骨

髄細網のうち網眼の小 さな部位 は血管外へ出て

行 こうとす る血球の隔離のための構造 とも考 え

られ,今 後の検討が必要である.

マ クロファージは自由細胞であるが骨髄細網

継織を足場 として,造 血細網間に常駐 し,多 数

の微小突起のある不規則な細胞突起 を樹枝状に

伸ば してお り3),12),骨髄の定着細胞とも言われて

いる26).そして赤芽球 島の中心に存在する中心マ

クロファー ジは赤血球成熟時に脱核 した核の処

理に働 く27)だけ でなく,赤血球分化に重要な働 き

をすると考えられていた3).し か し,山 崎8)が放

射線照射後見ているように,条 件によってはマ

クロファー ジの数は大 きく変動す る.し か も,

骨 髄支持細胞と幹細胞 との培養系でマ クロファ

ージの存在がな くて も赤血球への分化が誘起 さ

れることも最近明らかになってきている22).従っ

て,マ クロファージは骨髄の支持組織の構成要

素か ら除外できると考 えられる.

Deldarら28)は 骨 内膜とその周辺部の骨髄を透

過及び走査電子顕微鏡観察 を行い,骨 内膜 と骨

髄支持組織の構造上の連続性 とこの部位の造血

に置ける重要性 を指摘 している.今 回の観察で

は骨から骨髄が剥離 しやす くて十分な観察が行

えなかった.造 血細胞を除去 した状態での支持

組織の観察 による,骨 内膜を中心 とした骨髄の

この部位の立体構築の解明は今後の課題である.

結 語

ラッ ト大腿骨骨幹 中の骨髄の支持組織の三次

元的組織構築を走査電子顕微鏡 により調べた.
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骨髄支持組織の細網の網眼内に存在する造血細

胞を除去するため,骨 髄を固定後超音波振動を

行った.そ の結果,骨 髄支持組織を露出させる

ことができ,そ の立体構築を観察することがで

きた.

骨髄支持組織は洞間細網細胞と血管周囲細網

細胞(血 管外膜細胞)と 細網線維とから構成さ

れているが,細 網線維の量は少ない.骨 髄支持

組織細網に二種の細網構造が区別された.一 つ

は造血細胞一個が納まる大きさの網眼を有する

細網で,や や扁平で太く短い細胞突起および,

べール状の菲薄で幅広のもの細胞突起により形

成されている.こ の様な網工の網眼中には造血

細胞が細網細胞の菲薄な細胞突起により包まれ,

そして捕捉されている造血細胞は周囲の造血細

胞から隔離されている.も う一つは細網細胞の

細長い糸状の細胞突起(fiolopodia)に より形成

され,数 個の造血細胞が数個納まる程度の網眼

をもつ,比 較的疎な細網である.こ の網工の網

眼中に存在する造血細胞は互いに密着し多面体

の外観を呈している.菲 薄な血管外膜細胞は骨

髄の血管の周囲を被っているが,そ の被覆は不

完全で,隣 接する血管外膜細胞との間には大小

様々の細胞間隙が存在している.洞 間細網細胞

と血管外膜細胞とは互いには細胞突起を伸ばし

全体として連続した骨髄細網を形成している.
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The three dimensional architecture of the rat femur bone marrow stroma was observed by 
scanning electron microscopy. The bone marrow was fixed and vibrated by ultrasonication to 
dislodge the hematopoietic cells embedded in the meshes of the marrow reticulum. The stromal 
reticulum was exposed, while its three dimensional architecture was preserved.

The marrow stromal reticulum consisted of intersinusoidal reticular cells and perivascular 
reticular cells (adventitial cells), and a small amount of reticular fibers. Two types of 
meshwork were noted in the bone marrow reticulum. Each mesh of one type was the size of 
one hematopoietic cell. This meshwork consisted of short and broad or stout cytoplasmic 
processes. A hematopoietic cell was enwrapped by attenuated cytoplasmic sheaths of the 
reticular cells and sequestered from the surrounding hematopietic cells. The other type of 
meshwork was composed of straight running, long and slender filopodia of the reticular cells. 
Several hematopoietic cells were tightly packed in each mesh of the meshwork of this type, 
thus presenting a polyhedral appearance. Attenuated adventitial cells enveloped the marrow 
blood vessels, and were connected with each other by their sheath-like cytoplasmic processes 
but round, variously sized intercellular spaces remained. The intersinusoidal reticular cells 
extended their processes to the adventitial cells and the adventitial cells also stretched their 

processes to the intersiusoidal reticulum.


