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第1章　 緒 言

骨髄 の赤血球系造血機能に及ぼす核酸の直接の影

響を検討するにあたり,そ の培養方法として,赤 血

球,血 色素の数量的観察を行なうには液体培養法が

最も優れている.

液 体培養法 につ いては, 1936年Osgood及 び

Brownleeが 人骨髄細胞を特殊メヂュームを用いて

細胞浮游液液体培養法を行ない,そ れに各種薬剤

血清を加えてそれらの化膿菌に対する影響を観察し

たのが最初で ある.次 にHays58), Norris73)及 び

Majnarich等 は 本法 を再 に改良しXanthopterin,

血清, pteridinの 骨髄細胞増殖 に及ぼす影響を検

討 している.本 邦に於いても液体培養を用いた研究

は多く,牧 野33) 34),伊 藤2),下 方17)は各種ビタミン

の影響に就いて観察 し,小 池はアミノ酸による血色

素量の消長を,桑 原13)は 諸 種薬 品の影響 を,紺

野15)はHemの 合成機転を研究している.教 室に

於いても岩崎3),久 米 田12)はOsgoodの 原 法及び

Norrisの 変法を参考 に して改良を加え,岩 崎は各

種血液疾患々者血清,ア ミノ酸,ビ タミン等の,同

じく久米田はCo, Cuの 影 響 を追求 している.又

宮下35)は 骨髄抽出多糖体の添加実験を,谷23)は 抗

生物質の骨髄赤血球系への直接影響をみている.

私は第2編 では臨床培養法を応用 して核酸の健康

人並びに再生不良性貧血患者骨髄の造血機能,就 中

白血球系及び栓球系に及ぼす核酸の直接添加の影響

に就いて述べたが本編では液体培養法により赤血球

系に及ぼす影響を観察したのでここに報告する.

第2章　 実験材料並びに実験方法

第1節　 実験材料

1.5kg前 後の白色健康雄家兎の大腿骨,脛 骨及

び上腕骨骨髄を第1編 と同様の方法にて取出し実験

に供 した.次 に健康人並びに再生不良性貧血患者骨

髄については胸骨穿刺を行なつて得られる骨髄穿刺

液を用いた.

核酸塩 リンゲル氏溶液は前編と周じものを用いた.

第2節　 実験方法

先づ,教 室の岩崎,久 米田の方法にて,健 康家兎

骨髄を無菌的 に取出し, Gey氏 第1液 に入れ,そ

れをホモゲナイズし3000回 転10分 間遠沈後に上清を

捨て沈澱物をグルコーゼを含まぬタイロー ド氏液に

入れ細胞浮游液を作 り,そ れをボ トルに2cc宛 分

注 してその上に各種濃度の核酸溶液を1cc宛 加え,

ワールブルグ恒温槽(38℃)の 中で振盪培養した.

一方,人 骨髄は教室の瀬崎20)の 方 法 に従つて培養

した.即 ち,血 清0.4cc,骨 髄 細 胞浮游液1.2cc,
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核酸溶液0.8ccを 小試験管に加え,ロ ーラーチュ

ーブ内にて回転培養を行なつた.

第3節　 観察方法

赤血球数:ワ ールブルグ恒温槽並びにローラー

チューブで培養中の細胞浮游液を一定時間毎に滅菌

メランジュールに吸い,ハ イエム氏液に混じてビユ

ルカー計算盤で計算 した.

血色素量: 1/15モ ル第1燐 酸カリ溶液22ccと

1/15モ ル第2燐 酸ソーダ溶液3ccを 混和 し,そ れ

を蒸溜水にて4倍 に稀釈したもの4ccに 細胞浮游

液0.2ccを 充分に混和 溶血せしめ,不 溶解部分を

遠心沈澱せ しめ,次 に20%フ ュ リシァンカリ溶液1

滴を加え, 10分 後5%シ ア ンカリ溶液1滴,更 に2

分後アンモニア1滴 を加え,そ の後10分 以内にベッ

クマン分光光度計にて測定 した.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 健康家兎骨髄(表1, 2図1, 2, 3, 4)

1)RNA溶 液を添加 した場合

10% RNA溶 液の添加ではNo. 29, No. 30に 於い

て著明な赤血球数の増加を示したが, No. 28で は却

つて対照に劣る値を示 した. 血 色素増加量は全体的

に対照に劣る傾向を認 めた. 2% RNA溶 液では全

例に於いて赤血球増加率は明らかに対照より高値を

表1　 健 康 家 兎 骨髓 へ の 添 加
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表2　 健 康 家 兎 骨髓 へ の 添 加
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図1.赤 血球 増加率(健 康家兎骨髓への

添加)

示 した.血 色素増加量は対照と有意の差を認めなか

つた. 1% RNA溶 液の添加では著明な赤血球数の

増加をもたらし,培 養後3, 6, 9時 間 に於ける赤血

図2.血 色素増加量(健 康家兎骨髓への

添加)

球 増 加 率 は 平 均 そ れ ぞれ+18.3%, +26.5%, +

16.2%を 示 した.一 方 対 照 は+3.4%, +17.0%,

 +14.9%で あつ た.血 色素 増 加 量 は対 照 と有 意 の 差



核酸の骨髄体外組織培養に及ぼす影響 33

図3.赤 血球増加率(健 康家兎骨髓への

添加)

図4.血 色素増加量(健 康家兎骨髓への

添加)

を認めなかつた, 0.5% RNA溶 液 でも赤血球増加

率は培養後3, 6, 9時 間にて平均それぞれ+23.9%,

 +34.9%, +26.2%と 著 しい増加を示した.血 色素

量は対照と同程度の消長を示 した.

2)DNA溶 液を添加した場合

10% DNA溶 液添加では赤血球増加率は対照と

有意の差を認めなかつたが,血 色素増加量は却つて

対照より低い傾向を示した. 2% DNA溶 液では赤

血球増加率,血 色素増加量共に対照と有意の差を認

めなかつた. 0.5% DNA溶 液では全例 に於いて赤

血球数の増加を示し,特 にNo. 38で は培養後3, 6,

 9時 間に於ける赤血球増加率はそれぞれ+70.1%,

 +45.4%, +40.1%を 示 した.一 方,対 照は+5.3

%, -5.3%, -41.2%で あつた.血 色素量への影

響は対照と有意 の差 を認 めなかつた. 0.1% DNA

溶液の添加では赤血球増加率は僅かに対照より高値

を示したが,血 色素増加量は対 照 より低値を示し

た.

第2節　 健康人骨髄(表3, 4図5, 6, 7, 8)

1)RNA溶 液の添加した場合

5% RNA溶 液の添加で赤血球数は3例 中2例 に

於いて減少の傾向を認め,対 照は3例 共増加傾向を

示した.血 色素量は対照が全例に於いて次第に減少

傾向を示 したの に対し5% RNA溶 液の添加では

No. 13で 僅かに増加した. 2% RNA溶 液では培養

6, 12, 24時 間に於いて赤血球増加率は平均+16.0,

 +15%, -3%を 示 し,一 方対照は+6.3%, +2.3

%, -3.6%で あつた.血 色素 量は対照と同様全般

的に減少傾向を示 したが対照よりその程度は軽かつ

た. 1% RNA溶 液の添加で赤血球増加率並びに血

色素増加量共に対照と有意の差を認めなかつた.

2)DNA溶 液を添加した場合

5% DNA溶 液添加で赤血球増加率は対照より悪

くNo. 12に 於いて培養後6, 12, 24時 間 の増加率は-

13%, -16%, -20%で あつた.血 色素量は対照が

全例に於いて減少傾向を示 したのに対し5% DNA

溶液ではNo. 11に の み増加 を示 した.次 に2%

表3　 健 康 人 骨 髓 へ の 添 加
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表4　 健 康 人 骨 髓 へ の 添 加
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図5.赤 血球増加率(健 康人骨髓への

添加)

図6.血 色素増加量(健 康人骨髓への

添加)

DNA溶 液添加で赤血球増加率は対照より高値を示

し,培 養後6, 12, 24時 間で平均+12%, +11.6%,

 +6%を 示 した.一 方対照は+6.3%, +2.3%, -

3.6%で あつた.血 色素量は対 照と同様減少傾向を

示した. 1% DNA溶 液の添加で赤血球数の増加は

対照と有意の差を認めなかつた.血 色素量は培養後

6, 12,24時 間に於いて増加量は平均+6.6, -6.6,

 -36.6を 示 し,一 方対照は-50, -66.6, -100で

あつた.

第3節　 再生不良性貧血患者骨髄(表5,

 6図9, 10, 11, 12)

1)RNA溶 液を添加 した場合

5% RNA溶 液添加で赤血球増加率は培養後6,

 12, 24時間 に於いてそれぞれ平均-27%, -36%,

図7.赤 血球増加率(健 康人骨髓への

添加)

図8.血 色素増加量(健 康人骨髓への

添加)

-46%と 対照の-4.6% , -6.3%よ りもむしろ減少

を示した.血 色素量は対照が増加傾向を示さなかつ

たのに対 し, 5% RNA添 加では僅かに増加傾向を

示した. 2% RNA溶 液で赤血球増加率は対照より

高値を示し,培 養後6, 12, 24時 間 に於いてそれぞれ

平均+4%, 0%, -21%と 培養後6時 間で僅かに

赤血球の増加を示 した.血 色素量は5% RNA溶 液

と同様その減少傾向は対照より軽度であつた. 1%

 RNA溶 液 で赤血球数は培養後12時 間回迄は対照と

同程度の減少を示したが24時 間で対照は-36%に 対

し, 1% RNA溶 液添加では-16%と 減少傾向は軽

度であつた.血 色素量は培養後より漸次低下 し,対

照より減少が目立つた.

表5　 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 骨 髓 へ の 添 加
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表6　 再 生 不 良 性 貧 血 患 者 骨 髓 へ の 添 加
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図9.赤 血球増加率(再 生不良性貧血患者

骨髓への添加)

図10.血 色 素増 加量(再 生不良性貧血患

者骨髓への添加)

図11.赤 血球増加率(再 生不良性貧血患

者骨髓への添加)

図12.血 色素増加量(再 生不良性貧血患

者骨髓への添加)

2)DNA溶 液を添加 した場合

5% DNA溶 液添加で赤血球増加率は培養後6,

 12, 24時 問にてそれぞれ平均-16%, -13%, -33

%と すべて赤血球の減少 を示し,一 方対照 も-4.6

%, -6.3%, -36%と 漸次低下 を示 した.血 色素

量も全体的に対照より減少傾向が強かつた,次 に2

表

7
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% DNA溶 液添加では培養6時 間後, +14%, +23

%と 赤血球数の増加を示 した.血 色素増加量は培養

6, 12, 24時 間でそれぞれ平均+33.3, +16.6 , -20

を培養6, 12, 24時 間でそれぞれ平均+33.3, +16.6,

 -20を 示 し
,対 照の±0, -20, -76よ りは著明な増

加を認めた. 1% DNA溶 液添加で赤血球増加率は

培養後6, 12, 24時 間で平均+1%, +2%, -12.2

%と 対照より高値を示 し,僅 かでわあるが12時 間迄

は増加がみられた.血 色素量増加は対照と有意の差

を認めなかつた.

第4章　 総 按 並 び に 考 按

以上の実験成績を総括すると次の如 くである.

1)健 康家兎骨髄への影響

先づ, RNAの 添加では0.5%, 1%溶 液 で赤血

球増加率は対照の約2倍 の値を示 し,他 の濃度でも

対照より僅かに増加を示 した.血 色素の増加はどの

濃度添加でも対照と有意の差を認めなかつた.次 に

DNAの 添加では0.5%溶 液 で赤血球の増加を示 し

たが,他 の濃度では対照と有意の差を認めなかつた.

血色素量は全ての濃度に於いて対照と有意の差を認

めなかつた.

2)健 康人骨髄への影響

先づ, RNA添 加では5%溶 液 で赤血球増 加は

対照より劣つたが, 2%溶 液添加では対照に比し僅

かに赤血球数の増加を認めた.血 色素量は全般的に

減少傾向を示したが,そ の中2%, 5%溶 液では対

照よりその減少傾向が少なかつた.次 にDNA添 加

では2%溶 液で対照に比し僅かに赤血球数の増加を

認め,他 の濃度では対照より増加傾向を示さなかつ

た.血 色素量はDNA溶 液添加で対照 より減少傾

向が僅かであり,し かも5%, 2%溶 液では培養初

期にむしろ増加傾向が認められた.

3)再 生不良性貧血患者骨髄への影響

RNAに 就いて, 2%溶 液添加では培養初期僅か

に赤血球数の増加を認めた.一 方,対 照は全経過を

通 じて赤血球数の増加傾向は全 く認めなかつた.血

色素量は5%, 2%溶 液添加で,培 養初期に僅かに

増加を示 したが対照は血色素量の増量を全く認めな

かつた.次 にDNAに 就いて,赤 血球数は対照が減

少一方であつたのに対 し, 1%,及 び2%溶 液では

僅かに増加傾向を認めた.血 色素量は2%溶 液で対

照より増量を示 し,他 の濃度では対照と有意の差を

認めなかつた.

以上の実験成績が示す如く,健 康人並びに再生不

良性貧血患者骨髄に対 しては健康家兎骨髄への添加

実験成績と比較して赤血球数の増加率が低かつたの

はその実験方法に原因するものと考えられる.即 ち,

人骨髄穿刺にて採るために,穿 刺に際し末梢血が混

入し,健 康家兎骨髄を直接取 り出しホモゲナイズし

た場合と比較 して赤芽球数が少ないためと推測され

る.

さて,骨 髄造血機能と核酸の関係に就いては既に

第1編 で述べたが,特 に赤血球系造血と核酸の関連

に就いて森36),上 村4),長 瀬25)等の文献を挙げるこ

とにする.

既 ち,森 はRNAが 骨髄細胞の内で特に前赤芽球,

好塩基性赤芽球等の未熟細胞に多量に集積 している

事を指摘している.又,教 室上村は正常並びに諸種

実験的貧血時の家兎骨髄の核酸染色を行ない,瀉 血

家兎では骨髄内細胞に正常家兎に比 し多量のRNA,

 DNAを 証明し,特 に赤芽球系にその増加が顕著で

あり,一 方再生不良性貧血患者では骨髄内赤血球系

核酸量が健康人に比し非常に少ない事を証明してい

る.又,教 室の長瀬は各種実験的貧血家兎骨髄の核

酸燐の推移に就いて定 量的並びにP32を 用いて時

間的に克明に追求を試み,網 状赤血球数と骨髄核酸

燐の消長が平行関係にあると結論 している.

核酸を生体に与えた場合の赤血球系に及ぼす影響

について,林 田29)は家 兎 に核酸 ソーダを毎kg,

 5mgを 静注し,末 梢血及び骨髄 の赤血球系に何等

変化を認めなかつた.又, Doan54)等 も家兎 に核酸

ソーダ1gを 注射 し赤血球系には何等影響を認めて

いない.私 は体外組織培養法を用いて核酸が白血球

系に及ぼす程著しいものではないが,骨 髄赤血球系

に対し僅かながら刺戟作用のあることを認めた.林

田, Doan等 の実験で何等影響 を認めなかつたのは

注射した核酸量が私の実験と比較して非常に少ない

ためと考えられる.

次に再生不良性貧血患者骨髄の液体培養に就いて

は教室宇治6)の 詳しく研究 しているところで,本 症

では健康人骨髄に比 して培養液中の赤血球の崩壤が

著明で血球の形成を凌駕し,培 養初期より赤血球の

減少傾向がみられると報告 しているが,私 の実験に

於いても健康人より赤血球の減少が著明であつた.

しかし,核 酸溶液添加によりその減少をある程度お

さえる事が出来たことは本症骨髄に対 して添加 した

核酸がその赤血球系造血 を促 したためと考えられ

る.
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第5章　 結 語

液体培養法を応用して健康家兎,健 康人並びに再

生不良性貧血患者骨髄を培養 し,こ れに各種濃度の

核酸溶液を直接添加 し,そ の赤血球系造血に及ぼす

影響を観察 し,次 の結果を得た.

1)健 康家兎骨髄 に対 して, RNA並 びにDNA

の至適濃度溶液の添加は赤血球系造血を明らかに亢

進させた.

2)健 康人骨髄に対して, RNA並 びにDNAの

至適濃度溶液の添加は赤血球系造血を軽度に亢進 さ

せた.

3)再 生不良性貧血患者骨髄に対 してもRNA並

びにDNAの 至適濃度溶液の添加は赤血球系造血を

軽度に亢進 させた.

全 編 の 総 括

核酸の骨髄造血機能に及ぼす影響を検討するため,

骨髄体外組織培養法を応用して骨髄の白血球系,栓

球系並びに赤血球系に及ぼす核酸の直接影響を究明

した.

白血球系に及ぼす影響について,先 づ健康家兎骨

髄を被覆法を用いて培養 したところ, RNA並 びに

DNA溶 液の添加は白血球系造血機能を亢進せ しめ

た.即 ち,最 適濃度のRNA溶 液添加で,増 生面積

は対照(リ ンゲル氏液添加)の 約2.5倍 を示し,細

胞密度も軽度に増加 した.偽 好酸球機能の中,墨 喰

能は対照の約2倍 の高値を示し,遊 走速度も軽度に

亢進を示 した.次 にDNA溶 液では最適濃度溶液の

添加で増生面積は対照の約1.5倍,細 胞密度は約2

倍の値を示 した.偽 好酸球機能の中,墨 粒貪喰能は

対照の約3倍 の高値を示したが,遊 走速度は対照と

有意の差を認めなかつた.更 に臨床培養法を応用 し

て健康人並びに再生不良性貧血患者骨髄を培養し,

核酸溶液のみの添加を試みた.そ の結果,組 織増生

は勿論のこと細胞密度,遊 走速 度に対して,対 照

(リ ンゲル氏溶液添加)よ り著しい好影響を認めた.

特に再生不良性貧血患者骨髄に対し,核 酸とV. B12

の混合溶液添加は核酸溶液の単独添加より好影響を

認めた事は今後,該 疾患の研究並びに治療面に関し

て何等かの示唆を与えるものと考える.

栓球系に及ぼす影響については巨核球機能と栓球

分離能が平行関係にある事実に基き,核 酸の巨核球

機能に及ぼす核酸の直接添加の影響を観察 した.健

康人骨髄に対 しては最適濃度のRNA溶 液添加は栓

球分離を呈する巨核球の出現を可成り多数に認めた

が,対 照(リ ンゲル氏液添加)は 全くそれを認めな

かつた. DNA溶 液添加でも軽度の巨核球機能亢進

を認めた.再 生不良性貧血患者骨髄に対 しては最適

濃度のRNA並 びにDNA溶 液添加で軽度の巨核球

機能亢進を促し,又V. B12と の混 合溶液添加では

RNA並 びにDNA溶 液単独添加 より機能亢進を示

した.

次 に液体培養法を用いて赤血球系に及ぼす影響を

検討 した.健 康家兎骨 髄に対 しては最適濃度の

RNA並 びにDNA溶 液の添加で明らかに赤血球数

の増加を促 し,特 にRNA溶 液添加では対照(リ ン

ゲル氏液添加)の 約2倍 の増加率を示した.健 康人

並びに再生不良性貧血患者骨髄に対 しても最適濃度

のRNA並 びにDNA溶 液 添加 で軽度の赤血球数

の増加を認めた.就 中,再 生不良性貧血患者骨髄に

対 し,対 照は培養後時間の経過と共に赤血球数は減

少を示したがRNA並 びにDNA溶 液 添加では培

養初期において赤血球数の増加傾向を認めた.血 色

素量は健康人並びに再生不良性貧血患者骨髄に対し,

 RNA並 びにDNAの 最適濃度溶液添加は血色素形

成に多少刺戟的に作用 した.

擱筆するに臨み終始御懇篤なる御指導御校閲を賜

わつた恩師平木潔教授並びに角南講師に深甚なる謝

意を表す.

(本論文の要旨は日本血液学会第20及 び21回 総会

に於いて発表した).
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Effect of Nucleic Acids on Bone-Marrow Tissue Culture

Part 3. Effect of nucleic acids on the erythrocyte series of bone

 marrow in normal rabbits, normal persons, and 

patients with aplastic anemia

By

Ryohei Yamasaki

Department of Internal Medicine Okayama University Medical School

(Director: Prof. Kiyoshi Hiraki)

By means of clinical culture method, the author added RNA and DNA at various directly 

to the media in which was cultured the bone marrow of normal rabbit, normal person, and 

aplastic anemia, with the purpose to see the effect of these nucleic acids on the erythropoiesis, 

and obtained the foliowing results,

1. The addition of RNA and DNA at optimal concentration to the bone marrow tissue 

culture of normal rabbit clearly accelerated erythropoiesis.

2. The addition of RNA and DNA at optimal concentration revealed a slignt accelerating 

effect of erythropoiesis of normal human bone marrow in tissue culture.

3. In the case of the bone marrow tissue of aplastic anemia patient, likewise the addition 

of RNA and DNA at opitimal concentration showed a slignt accelrating effect of erythropoiesis.


