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第1章　 緒 言

生体外 で組織を生存発育させ ようとする試みは古

くか ら行 わ れ て お り, 1884年Roux93)が 幼 鶏の髄

板 を取 り出 して,温 食塩水中で其の発育を研究 した

の が,此 の 試 み の 始 ま り と され ている.次 いで

Ljunggren69), Loeb70), Jolly57) 58)等 の 研 究があ る

が,之 等 は組 織 の 残 生を観察 して い る の で あつ

て,組 織 の増 生 を 見 る事 は出来なかつ た. 1907年

Harrison43)が 蛙 の神経線維 を 蛙淋 巴液 中に培養 し

て,神 経線維を1.5cmに 成 長 させた.こ れが組 織

培養 の始 まりであ る.そ の後組織培養方法が次 々と

改良 され1910年Carrel & Burrows11)は 凝 固 メジ

ウムを組織 の支持体 として用いる事 を考案 し,更 に

1921年Carrel & Ebeling13)が 鶏 胎児圧搾液を用 い

る事を提案 し,線 維芽細胞 は体外で無限 に発育 させ

る事が 出来 る と述 べ た.又1926年Cracium20)が

Howe11 & Holt47)の 発 見 したHeparinを 組 織培養

の血漿分離に導入 し,組 織 培 養 を 簡易 化 した.爾

後組 織 培 養 はCarrel11) 12) 13) 14), Erdmann26) 27) 28),

 Champy15), Fischer30) 31),木 村61),勝 田59)等 に よ り

細胞学,病 理学,細 菌学,生 理学,薬 理学等 各部門

に広 く応 用 さ れ るよ うに な り, 1949年Enders,

 Weller, Robbins25)が 人 胎 の臓器を培養 し,脊 髄前

角炎 ヴィールスを増殖せ しめるに至つた.

飜 つて 骨 髄 組 織 培 養 に関 してはCarrel & Bur

rows12) (1910年)が 猫で細 胞増生帯へ早期に血液細

胞が現 われ,遅 れて線維芽細胞が出現 して来 る事を

見てい る.そ の後Foot32) 33) (1912年), Erdmann26) 27)

 (1917年)は 鶏 で, Grossmann37) (1924年)は 海〓

で細胞分化 に就いて論 じ, Ingebrigtsen52) (1921年)

は 海〓で加熱血清の影響を見てい る.又Bermann6)

 (1925年)は 海〓骨髄 を 培養 し,之 にStaphylococc.

 aureusを 加 え 貪 喰 の研 究 を し, Weitzmann &

 Posern125) (1937年)は 人 の骨髄を培養 して経過を遊

出期,貪 喰期,網 形成 期,分 化期 の4期 に分けてい

る.一 方我邦 に於ては立花108) (1929年),佐 藤96) 97)

 (1929年),小 松63) (1931年)は 細 菌感染 による免疫

抗体産生 に対 す る骨 髄 の 意 義を研究 し,鈴 木106)

 (1934年)は 家 兎骨髄培養 で培地pHの 推移 を観察

してい る.又 河嶋60) (1940年)は 鶏骨髄培養 に肝及

び脾エキ スを 加 え,骨 髄 と肝,脾 の関係を調べ,

原41) 42) (1941年)は 鶏骨髄 培養 で鍍銀染色を して白

血球 の内部微細構造を研究 している.

このよ うに骨髄の組織培養は行 われて いるが他 臓

器 のそれ に比す と微 々た るものであ り,又 之等諸氏

の研究 も多 くは断片的の所 見に止 まり,更 に上記の

人 々の研究 はやや古 くな り,其 後の血液学,細 胞学

等 の新 知見 も多 く,又 位相 差顕微鏡等 による観察法

の進歩 もあ るので,更 に詳細な る研究が必要であ る
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と考えられ,こ こに教室に於ける骨髄組紺培養研究

の第一歩として,私 は骨髄組織培養の研究に着手 し

た.

以下本編に於いては先ず健康人胸骨穿刺材料,胸

廓成形術切除肋骨骨髄及び健常家兎大腿 骨骨髄培養

の経過に就いて報告する.

第2章　 実験材料及び実験方法

第1節　 実験材料

A. 培養組織

健康人胸骨穿刺及び胸廓成形術或は肺葉切除術に

より得た骨髄組織及び健常家兎大腿骨骨髄を用いた.

Ｉ. 健康人胸骨穿刺により得た骨髄組織片:　 健

康 な男 子及 び女子 に就 いて,小 宮式骨髄穿刺器

を用い,胸 骨骨髄穿刺を行ない,骨 髄穿刺器に2cc

のツベルクリン用注射筒を接続し,最 大の陰圧をか

けて採取 した骨髄穿刺液中,比 較的大きい骨髄組織

片を選び,之 を約37° に温 めた リンゲル氏液中に

無菌的に入れたものを培養材料とした.此 際特に大

切な事は骨髄穿刺液を採取す る時,ツ ベルクリン用

注射筒を用いて,最 大の陰圧をかけなるべ く大きな

骨髄片を得る事である.末 梢血液の凝塊を培養 して

も所期の目的を達する事が出来ないのは勿論である.

Ⅱ. 胸廓成形術及び肺葉切除術により得た肋骨骨

髄:　 肋骨が切除されると直ちに無菌的に培養室に

持ち帰り,滅 菌した骨破砕器で骨質を砕き,解 剖用

針,グ レーフェ氏メス,ピ ンセ ットを用いて骨髄組

織を取 り出し,約37° に温めた リンゲル氏液中に

入れて使用した.

Ⅲ. 幼若健常家兎大腿骨骨髄:　 体重1～1.5kg

の健康な白色幼 若家兎の大腿骨 骨髄を使用した.

実験前1週 間以上一定の飼料を与えた家兎の耳静脈

より約20ccの 空気を注入して致死せ しめ,即 時上

腿部を切開 して大腿骨を別出し,筋 肉及び腱を除き

アルコールで消毒した.直 ちに骨破砕器で骨質を割

り,滅 菌した数本のピンセットで無菌的に骨髄を取

り出し,約37° に温め た リンゲル氏液中に入れて

培養に用いた.此 際注意すべきは骨髄が融解 したも

のや色の悪いのは用いなかつた事である.

以上の如 くであるが共通 した注意事項 として Ｉに

於ては胸骨穿刺をしてより,Ⅱ では肋骨が切除され

てから,Ⅲ の場合は家兎を空気栓塞により致死せし

めてから, 1時 間以内に培養を行なつた.そ れ以上

時間が経過すれば,す る程培養成績が劣るのは勿論

である.

B. 培地支持体

同種動物のヘパ リン加血漿を用いた.ヘ パ リンは

1,000倍 の生 理 的食塩水に溶解 し, 2気 圧のもとに

15分間加熱滅菌し, 1ccつ つ ア ンプルに容れて,

冷蔵庫の中に保存し,用 に臨み1ア ンプルつつ使用

した.

Ｉ. 健康人ヘパ リン加血漿:　 滅菌した20ccの

注射器に1/2の 注射針を付け,前 述の1,000倍 ヘパ

リン溶液を吸い,注 射筒内を完全に湿 し,ヘ パ リン

を排除 して(注 射針等に残るヘパ リン量約0.2cc)

朝食を抜いた健康人の正中静脈より20cc採 血する.

次いで直ちに蓋付遠沈管 に静かに移 して3,000回 転

10分間遠心沈澱 し,そ の上清をピペ ットで蓋付短試

験管に分注 して密栓 し,冷 蔵庫に保存 して, 1週 間

以内のものを使用 した.家 兎 とくらべて,人 ヘパ リ

ン加血漿は凝固力が弱いので,ヘ パ リン量を少な目

にする事が大切である.ヘ パ リン加血漿で繊維素の

折出したものは凝固力が不充分で組織培養の成功は

望めないし,溶 血 したヘパ リン加血漿は組織の発育

を抑制するので用いてはならない.ヘ パ リン加血漿

は組織培養が成功するか否かを決ある重要な因子と

なるので,細 心の注意で製し,不 良なものは使用出

来ない.

Ⅱ. 健康家兎ヘパ リン加血漿:　 血漿を採取する

前 日の午後より絶 食せ しめた1～1.5kgの 健常白

色家兎を固定台上に仰臥位に固定 し,心 臓部の毛を

鋏でかり,局 所を沃丁と酒精で消毒する.滅 菌した

20ccの 注射器に1/1の 注射針を付け,前 術の1,000

倍ヘパ リン溶液を吸い,注 射筒の中を完全に湿しヘ

パ リンを排除して(注 射針等に残るヘパ リン量は約

0.3cc)心 臓穿刺を行ない採 血 する.前 者と同様に

3,000回 転10分間遠心沈澱し,そ の上 清を蓋付短試

験管に分注して密栓し,冷 蔵庫に保存 した,家 兎ヘ

パ リン加血漿も1週 間以内のものを使用した.家 兎

に絶食させずに採取 したものは溷濁 して,組 織培養

成績を観察する時に困難を来すので使用出来ない.

又人ヘパ リン加血漿の所で述べたように繊維素の折

出 したものや溶血を起 したもの,溷 濁 した血漿は使

用 しなかつた.

C. 発育促進物質

9日 目の家鶏胎児圧搾液を用いた.即 ち9日 目の

孵化鶏卵を逆性石鹸で洗い,ガ ーゼで卵の表面をよ

く拭い,気 室側即ち鈍端に沃丁をぬり,ピ ンセット

で卵殻を取 り除 くと,そ の内に白色の卵殻膜が見え

る.之 を他の滅菌 したピンセットで丸く取り去り,
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更に別の滅菌したピンセ ットで血管に豊んだ羊膜を

開いて胎児を取 り出す.こ の家鶏胎児(未 だピクピ

ク足を動か している)を リンゲル氏液で洗い,適 当

数の胎児をFischer氏 圧搾 器 に入れて粥状物とな

し,直 ちに数本の蓋付短 試験管に入れて3,000回 転

20分間遠心沈澱し,そ の上清をピペ ットで蓋付短試

験管に分注して密栓し,冷 蔵庫に保存した,こ の家

鶏胎児圧搾液は不安定なものなので調製後4日 以内

の新鮮なものを使用した.組 織培養を行なつた際,

時に細菌感染を見るが,そ の最大原因はこの家鶏胎

児圧搾液で,そ の中に細菌を発見する事が多いので,

細心の注意を払つて,無 菌的に上記の操作を行つた.

第2節　 実験方法

A. 培養方法

Ｉ. 培養器具の清掃:　 大型被覆硝子は直接培地

や骨髄組織に接するため,ク ロム硫酸に漬けるとク

ロム.イ オ ンが残 り易 く,之 が細胞に害作用を及ぼ

すので次の方法で洗浄した.安 全髪剃の匁で被覆硝

子 と載物硝子をはがし,パ ラフィン・ワセリンを大

体取り去り,キ シロール中に約1日 入れて,パ ラフ

ィン・ワセリンを除去する.次 に鍋に大型被覆硝子

を入れ適当量の中性洗剤を加え,沸 騰せしめた後,

水煮を し,流 水,蒸 溜水,酒 精の順に洗つて,最 後

に清潔なガーゼで充分清拭する.

凹窩載物硝子は直接培地や骨髄組織に触れないの

と,上 記の方法で何度 も中性洗剤で煮沸すると硝子

面に曇が生 じ易いので,次 の方法で洗浄した.先 ず

凹窩載物硝子のパラフィン・ワセ リンを大体取 り去

り,キ シロール中に約1日 入れてパラフィン.ワ セ

リンを除去する.次 いでクロム硫酸中に1日 浸漬し

て之を取出し,半 日間充分流水にて洗浄 し, 2～3

回蒸溜水で洗い,其 後80%酒 精中に貯蔵す.使 用に

臨んでは清潔なガーゼでよく清拭して用いた.

注射器,ピ ペ ット,試 験管,硝 子棒,シ ャーレ等

の硝子器具は時々クロム硫酸中に浸漬して之を取り

出 し,半 日充分流水で洗い,半 日水につけ,そ の後

蒸溜水で洗浄して使用した.

メスはガーゼでよく拭き,ワ セリンを付けて保存

した.ピ ンセ ット,解 剖 用針,鋏,支 台, Fiecher

氏圧搾器,骨 破砕器等の金属製器具は汚れをガーゼ

で拭いて,時 々軽 く油を付けた.

ピペ ット用ゴム乳頭,ゴ ム栓は酒精ガーゼで拭い

て乾した.

Ⅱ. 器具の滅菌:　 組織培養に於いては特に器具

の滅菌とい う事は重要な事であり,滅 菌後日を経た

ものは使用 しなかつた.煮 沸消毒は実験の直前に し,

乾熱滅菌,高 圧蒸気消毒は前 日に行なつた.

a. 凹窩載物硝子,大 型被 覆硝子はシャ・ー レに入

れて乾熱滅菌した.

b. ツベルクリン注射器 ば内筒,外 筒を別々に短

試験管に入れ,更 に紙に包んで乾熱滅菌した.之 に

付ける注射針はシャーレに入れて乾熱滅菌した.血

漿採取用の20ccの 注射器 も内,外 筒を別々にして,

注射針も同時に紙に包んで乾熱滅菌 した.

c. ピペ ット,硝 子 棒,シ ャー レ,試 験管等その

他の硝子器具はそのまま紙に包んで乾熱滅菌した.

d. グレープェ氏 メスは乾熱滅 菌すると刄の切味

が悪 くなるので,実 験直前煮沸消毒 した.

e. 解剖用針,支 台, Fischer氏 圧 搾器等の金属

製器具はそのまま紙に包んで乾熱滅菌 した.

f. ピペ ット用ゴム乳頭,ゴ ム栓等 のゴム製品は

煮沸消毒を行なつた.

g. 培養机上に敷 く黒布及 びマスクはシンメルブ

ッシュ氏消毒缶に入れて高圧蒸気清毒を した.

Ⅲ. 培養方法(凹 窩載物硝子法 第1図)

第1図　 凹窩載物硝子法

1. 凹 窩載物硝子

2. パ ラ フィン

3. 大型 被覆 硝子

4. 骨髄 組織片(1mm3)

5. 培 地(血 漿+鶏 胎 児圧搾液)

6. パ ラ フィン,ワ セリン混合物

以下述べる器具は総て滅菌せるものを用いた.机

上に滅菌せる黒布を敷き添加液の量的関係を正確に

するため,ツ ベルクリン注射器に1/3針 を付け,血

漿を取り,同 様に他のツベルクリン注射器に鶏胎児

圧搾液(家 兎骨髄培養の時は鶏胎児圧搾液2,リ ン

ゲル氏液1の 割合いに薄 める)を 入 れ る.黒 布上

に3枚 の凹窩載物硝子を並べ,そ の凹窩の中に駒込

ピペ ットにて4～5滴 つつ リンゲル氏液を入れる.

無菌的に別出した骨髄をこの リンゲル氏液中でよく

末梢血等を洗い落し,隣 の凹窩載物硝子の リンゲル



5958　 亘 理 善 治

氏液中に入れる. 2本のグレーフェ氏刀を両手に持ち,

挾み切るようにして骨髄 の髄質部を1mm3の 小片

となし(骨 髄を引きちぎるような切り方をすると培

養 しても成長が悪い),再 び リンゲ ル氏液で洗い,

更に隣の凹窩載物硝子の リンゲル氏液中に入れる.

黒布上に乾熱滅菌せる大型被覆硝子を並べ,そ の

中央に前記のツベルクリン注射器で同種血漿1滴 を

滴下 し,左 手の解剖用針で被覆硝子の一端を抑え,

右手の硝子棒で直径15mmの 円形に拡げる.そ の

中心に先述の1mm3に 切つた骨髄組織片を入れ,

更に鶏胎圧搾液(家 兎骨髄培養の時は2/3倍 に稀釈

したもの)を1滴 添加する.

次に滅菌せるパラフィン・ワセリン混合物(冬 は

パ ラフィンを多い目に,夏 はワセリンを多い目に混

ずる)を 温め乍 ら凹窩載物硝子上に円形に盛り上げ,

之を逆にして培養した大型被覆硝子の上から軽 く押

え,骨 髄組織片が凹窩の中心に来るようにして,凹

窩載物硝子と被覆硝子を密着させ, 37° の孵卵器に

30分間入れて完全に培地を凝固させる.次 いで熱し

たパラフィンで被覆硝子と凹窩載物硝子の間を完全

に封鎖する.こ の際少しでも間隙があれば時間の経

過と共に培地が乾燥して,実 験が失敗に終るので充

分注意しなければならない.次 いで標本を裏返 して

被覆硝子の上に培地が来 るようにして37° の孵卵器

の中で培養を行なう.以 上の操作は総て無菌的に行

なうのは勿論で,本 法を図示すれば第1図 の如 くで

ある.

本法は骨髄組織の発育及び細胞遊走速度等の培養

成績がよいので,組 織の成長及び細胞遊走速度測定

をするのに用いた.然 し位相差頭微鏡で見る事が出

来ない欠点がある.

B. 観察方法(写 真1)

以下述べる観察は総て37° に保つた教室改良型顕

微鏡加温箱(写 真1)中 に入れた顕微鏡机上に培養

標本を置いて行つた.

Ｉ. 増生面積測定法(写 真1)

37°に保 つ た教 室改良 型加 温 箱中の頭微鏡に

Abbe氏 描画器を付ける.こ の際描画器の反射鏡を

水平面に対 し45°にしなければ投影像に歪みを生ず

るが, 45° に保てば顕微鏡の全視野を描画する事が

出来ないので,反 射鏡を水平面に対 して30°に傾斜

させ(三 角定規の最小 角を あて.がえば簡単に出来

る),偏 差せる15° の2倍 にあ たる30° の三角台

(写真1の 右側にある.三 角台 は右側垂辺は23cm,

上斜辺は46cm,底 辺 は39.84cm,奥 行43cmの

ものを使用した)を 保温 箱 の右側に置 き其の台上

に紙を固定 して投影すれば,歪 まずに描画する事が

出来る.培 養 した標本を上記の顕微鏡机上に置き,

対物レンズを4倍,対 眼 レンズを5倍 にして,時 間

の経過を追つて増生帯の輪廓を前記の紙上に描写す

る.こ の際かなり稠密に増生せる所を描き,発 育圏

外に少数撒布せ られた細 胞 は除外 した.増 生面積

及びオブエク トミクロ メー ター の長 さを紙 上 に

投影する時は, Abbe氏 描画器 のフィルター,光 源

の距離及び明るさ,更 に顕微鐘の絞り,コ ンデンサ

ーによつて紙面の明るさと,顕 微鏡視野の明るさを

上手に調節を行わねばならない.

このようにして得られた組織増生の輪廓を各時間

毎にPlanimeterを 用いて面積を測定し,オ ブエク

トミクロメーターの1mmの 投影された長さより,

比例によつて原組織及び各時間の実面積を計算する.

この際何時も同じ顕微鏡,保 温箱を用いて同一の条

件で観察すれば, Planimeterに よつ て得 られた数

値に一定の係数を掛ければ実面積が容易に得られる.

更に各時間の面積から原組織の面積を減じたものを

絶対成長価とし,之 を原組織の面積で割つたものを

比較成長価とす る.又 実験組織片の比較成長価を対

照組織片のそれで割つた商が成長係数である.

実験組織片の原面積-A

実験組織片の各時間の面積-B

対照組織片の原面積-a

対照組織片の各時間の面積-b

とすれば

絶対成長価=B-A及 びb-a

比較成長価=B-A/A及 びb-a/a

成長係数=B-A/A/b-a/a

となる.

Ⅱ. 細胞遊走速度測定法(写 真1)

顕微鏡を37° に保つた教室改良型加温箱内に入れ,

顕微鏡筒にAbbe氏 描画器を架し,描 画器の反射鏡

を水平面に対して30° にする.三 角台上に紙を固定

し,之 を顕微鏡加温箱の右側に置く.培 養せる標本

を上記の顕微鏡下に挿入 し,対 眼 レンズを10倍,対

物 レンズを100倍 の油浸装置で観察 した,先 ず骨髄

内細胞の輪廓をAbbe氏 描画器で三角台上に固定し

た紙に描写し, 3分 間細胞の運動するのに従つて本

細胞の重心の軌跡を描き, 3分 後再びこの細胞の輪

廓を描画する.こ の際培養標本の代りに対物ミクロ
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メーターを顕微鏡机上に置き,同 様にしてある長さ

を紙上に描画 してお く.

このようにして紙上に描写 された遊走曲線を曲線

計を用いて測定する.曲 線計の使用に就いて特に注

意すべき事は,測 定操作の前に指針を目盛の0点 に

持つて来るのであるが,こ の際右方から移動 した指

針を直ちに0点 に合せて測定を行なえば,曲 線計の

尖端にある歯車は既に回転しているにも拘 らず,指

針は尚暫らく動かない為,約0.2cmだ け実際より

短かく指示される.故 に指針を右方から左方に向つ

て移動 させ,一 旦0点 を行き過ぎた後に針を止めて

更に右方に戻 して正 しく0点 に一致せ しめてから測

定 しなければならない.

斯様にして得た紙上の曲線の長さを遊走距 離 に

換算す るには,次 式(2)に よつて簡単に求める事

が出来 る.即 ち対物 ミクロメーターの一定の長さ,

例えばaμ を紙上に投影したものがbcmと し,

細胞運動の紙上に於ける曲線の長さをccmと すれ

ば,求 むる細胞の実 際の遊走距離yμ は次の比例

式より得 られる.

a:y=b:c　 (1)

y=a×c/b　 (2)

今上記の如 く測定時間を3分 間とし又,全 装置を

一定にしておけば,そ の細胞の1分 間に於ける遊走

距離 χμは

χ= a・c

/3.b　 (3)

とな る.

測定す る全装置を一定 に しておけば, aもbも

ム

恒 に一定で あり, a/3bも 一 定 数 とな る.そ れで

a/3bをKと すれば

χ=a-K　 (4)

となる.

故に細胞の1分 間に於ける遊走距離即ち細胞の遊

走速度は(4)の 式より,紙 上に描写した細胞遊走

曲線の長さに恒数を乗ずれば極めて容易に求める事

が出来る.更 に培養後各時間に10個つつの細胞遊走

速度を計測し,こ の平均を求め,そ の時間に於ける

平均細胞遊走速度 とした.

実験に際しては視野 に現われて来 る凡ての細胞に

就いて測定 し,特 に病的骨髄培養の時には変性せる

ものや,不 動性の細胞に就いても測定する事は勿論

である.

単に細胞遊走速度を求める為には,測 定開始及び

終了時の細胞の輪廓を画 く必要はないが,私 は更に

細胞の形態或は細胞の長,短 径の比 と遊走速度の関

係を知る為に,測 定の前後の細胞輪廓をも描画した.

この事に関 しては第2及 び第3編 に於いて記述する

事にする.

Ⅲ. 細胞密度測定法(第2図 及び写真1, 3)

第2図　 細胞密度の測定

37° に保 つた加温箱内の顕微鏡に接眼 レンズを5

倍,接 物 レンズを100倍 に し,第2図 に示す如 く,

細 胞増生帯 の中心部(c. 視野 の 内 側部を原組織片

に切 して計測す る),周 辺部(a. 最 外 部の細胞を視

野 の外側部 に位 置せ しめ て計 算す る),及 び之等の

中央 に当る中間部(b)に 於 け る一視 野 に明視 し得

る細胞数を計測 し(計 数器 を 使 用 すれ ば 簡 単に出

来 る),そ の和を計算 して之 を 細 胞 密度 指数 と名 付

けた.更 にその対照に対す る比を100倍 した ものを

密度係数 とした.今 之をわか り易 く示 せば

密度指数=d=a+b+c

対 照 の密度指数=d'=a'+b'+c'

密度 係数=D=d/d'×100

で 現 わす事が出来 る.

C. 映 画 撮影法(写 真2)

Ｉ. 機 材

a. 位 相 差頚微鏡 はオ リ ンパ ス光 学 及び 日本光学

の ものを使用 した.明 視野顕微鏡 は日本光学の もの

を用いた.

b. 撮 影機 はPaillard Bolex H-16,及 びBell &

 Hawellを 使 つた.フ イルムは富士 のnegativ ASA

 40を 使 用 した.

c. 顕 微 鏡 と撮 影 機 の 接 合は オ リンパ ス光学の顕

微鏡 撮影用ア タ ッチ メン トを改造 して用いた.

d. 加 温 箱は撮 影用に特にプ ラスチ ック製で作 り,
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標本の移動及び顕微鏡の調節は総て加温箱外より遠

隔操作の出来 るようにした.

e. 光源はオ リンパス製L. SBを 使 用した.位 相

差顕微鏡による映画撮影の時には位相差効果を完全

な らしめる為,ケ ーラー効果を充分に満足さす事が

必要であり,そ の結果として必然的に標本面の温度

が急速に100度 に上昇するので,そ れを防 ぐ為標本

面への温度の影響を0.5° 以下になるように特製 し

た断熱フィルターを使つた.

Ⅱ. 撮影方法

37° に保つた上記の加温箱に顕微鏡を入れ,組 織

増生の映画撮影では対眼 レンズ15倍,対 物レンズ4

倍で倍率60倍 にて撮影した.白 血球の生態撮影には

明視野顕微鏡では対眼 レンズ15倍,対 物レンズ90倍

で倍率1,350倍 で撮影し,位 相差顕微鏡の場合には

対眼レンズ15倍,対 物 レンズ100倍 で倍率1,500倍 に

て映画撮影を行なつた.組 織培養に於ける組織増生

及び白血球運動は緩慢な為1秒16～24駒 撮影では不

適当なので,組 織増生の際には1分1駒,細 胞運動

の場合は1秒1駒 にて撮影を行ない,之 を毎秒16駒

の速さでスクリーンに再現 した.電 気露出計で明る

さを決めた事は勿論である.

第3章　 実 験 成 績

第1節　 増生面積の経過(写 真3)

第1表 ～第3表 の培養直後に於ける実面積より,

植えた骨髄組織片の大きさが知れるが,之 が余りに

大きさに差異があると比較成長価に影響を来すので,

以下増生面積の実験には培養 した骨髄組織片が0.5

～1.5mm2の ものに就いて実験成 績をとり,之 以

外の ものは除外 した.

A. 健康人胸骨穿刺材料の培養(写 真3)

時間を追つて10例 の投影面積,実 面積,絶 対成長

価,比 較成長価を求めたが,そ の価は第1表 に示す

とおりで,本 表は培養18時 間の比較成長価の大なる

ものか ら列記した.即 ち面積の増大は18時間まで見

られ,各 例の面積の増生の様子は第1表 の投影面積,

実面積,絶 対成長価,比 較成長価により,数 字的に

示す事が出来た.

第1表　 増 生 面 積 の 経 過

健康人胸骨穿刺材料

然 しなが ら各実験例を比較するには比較成長価が

一番わかり易いので,之 に就いて10例 の各培養時間

における最大,最 小及 び平 均比較成長価を求める

と,第2表 の如くである.即 ち培養18時 間の平均比

較成長価は10.64と なつた.更 に平均比較成長価及

び10例 の比絞成長価の分 布を各培養時間に就いてグ
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ラフに書くと,第3図 の如くで,ほ ぼ抛物線を呈す

る.之 により健康人胸骨穿刺材料の骨髄培養に於け

る各時間の比較成長価の平均値と,ほ ぼ最大限及び

最小限を知る事が出来た.

第2表　 最大 ・最小及び平均比較成長価

健康人胸骨穿刺材料

第3図　 平均比較成長価と比較成長価の分布

健康人胸骨穿刺材料

B. 胸廓成形術切除肋骨骨髄の培養

第3表　 増 生 面 積 の 経 過

胸廓成形術切除肋骨々髄

増生面積の経過をI0例 に就いて,投 影面積,実 面

積,絶 対成長価,比 較成長価を求め,之 を培養36時

間に於ける比較成長価の大なるものか ら書 くと,第

3表 の如くである.之 より面積の増生は36時間に及
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び,各 例の増生の様子が数字的に知れる.

Aの 場合と同じく第4表 に培養各時間に於ける最

大,最 小及び平均比較成長価を求めた.即 ち培養36

時間の平均比較成長価は16.90と なつた.更 に培養

時間を追つて平均比較成長価及び各例の比較成長価

の分布をグラフに示せば第4図 となり,大 体抛物線

を画 く.以 上により胸廓成形術で切除 した肋骨骨髄

の培養に於ける各時間の比較成長価の平均値と,ほ

ぼ最大限及び最小限を知る事が出来た.

第4表　 最大 ・最小及び平均比較成長価

胸廓成形術切除肋骨々髄

第4図　 平均比較成長価と比較成長価の分布

胸廓成形術切除肋骨々髄

C. 健常家兎大腿骨骨髄培養

第5表　 増 生 面 積 の 経 過

健常家兎大腿骨々髄

10例に就いて面積の増生が停止す る迄遂時的に投

影面積,実 面積,絶 対成長価,比 較成長価を求め,

最終の比較成長価の大なるものから列記すると第5

表の如くである.即 ち面積の増大は48時間に達し,

各例の面積増生の様子は第5表 により数字的に把握
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する事が出来た.

Aの 所で記した様な理由より, 10例の最大,最 小

及び平均比較成長価を出したが,そ の数値は第6表

の通りで,培 養48時 間の平均比較成長価は45.37と

なつた.更 に平均比較成長価並びに培養各時間の比

較成長価の分布を一見 してわかるように図示すると

第5図 のようになり,抛 物線を画 く事が知れる.之

等によつて健常家兎大腿骨骨髄培養に於ける比較成

長価の平均値と,ほ ぼ最大限及び最小限がわかる.

上記のA, B, Cを 比較すると,健 常家兎大腿骨骨

髄培養に於ける面積の増生時間が一番長 く続き,且
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つ比較成長価 も最大であり,次 いで胸廓成形術切除

肋骨骨髄培養で,健 康人胸骨穿刺材料の培養が面積

の増生時間の長さ及び最終の比較成長価共に最 も劣

つている.

第6表　 最大 ・最小及び平均比較成長価

健常家兎大腿骨々髄

第5図　 平均比較成長価と比較成長価の分布

健常家兎大腿骨々髄

第2節　 細胞密度の経過(写 真3)

A. 健康人胸骨穿刺材料の培養(写 真3)

実験Nr. 3(増 生面積の実験Nr. 3と 同じ例であ

る.以 下実験番 号は之にならつた)の 増生帯に於

ける各層の顕微鏡1視 野の細胞数及び密度指数を遂

時的に記すと第7表 となる.細 胞密度は増生面積と

一緒に考えて意味が深いので,面 積の増生が停止す

る迄観察 した.第7表 より増生帯の細胞密度は中心

部,中 間部,周 辺部の順に大なる事が数字的に知る

事が出来る.但 し培養3時 間では増生帯の発育が未

だ充分でなく,中 間部が出来ていないので第7表 に

は無 しと記入 した.

第7表　 細 胞 密 度 の 経 過

健康人胸骨穿刺材料

実験各例に就いて増生帯の各層に於ける細胞数を

表に記すと繁雑になるので,他 の実験例に就いては

細胞密度指数のみを時間を追つて求め,最 終比較成

長価の大なるものから並べると第8表 の如 くである.

即ち細胞密度指数は比較成長価と反比例する傾向が

極 く軽度に見 られる.更 にわかり易 くする為に培養

各時間に就いて10例 の平均細胞密度指数を求め,こ

れと各実験例の細胞密度指数の分布を図示すると第

6図 の如 くで培養18時 間の平均細胞密度指数は52と

なつた.之 より平均細胞密度指数は時間の経過と共

にゆるやかに減少して行 く傾向を認める.

B. 胸廓成形術切除肋骨骨髄培養

増生帯の各層に於ける細胞密度はAと 同様な傾向

なので表を省略する.増 生面積の大きくなるのが停

止す る36時間まで10例 に就いて細胞密度指数を求め,

最終比較成長価の大なるものか ら列記すると第9表

となる.即 ち細胞密度指数と比較成長価はやや反比

例する傾向が認められる.

第8表　 細 胞 密 度 指 数 の 経 過

健 康 人 胸 骨 穿 刺 材 料

全例の細胞密度指数の分布と,之 等の平均細胞密

度指数をグラフに示せば第7図 の如 くで,培 養24時
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間の平均細胞密度指数は54である.第7図 より培養

6時 間で平均細胞密度が最高となり,そ の後緩慢に

減少して行 く傾向が知れる.

第6図　 平均細胞密度指数と細胞密度指数の分布

健康人胸骨穿刺材料

第7図　 平均細胞密度指数と細胞密度指数の分布

胸廓成形術切除肋骨 髄々

第9表　 細 胞 密 度 指 数 の 経 過

胸 廓 成 形 術 切 除 肋 骨 々 髄

C. 健常家兎大腿骨骨髄培養

増生帯の各層に於ける細胞密度はAの 場合と傾向

が同一であり,繁 雑になるので表を省略する. 10例

に就いて細胞密度指数を増生面積の拡大が停止する

48時 間迄求あ,之 を最終比較成長価の大なるものか

ら並べ,更 に全例の各時間に於ける平均細胞密度指

数を出せば第10表 の如 くである.即 ち培養24時 間の

平均細胞密度指数は67になつた.第10表 より細胞密

度指数と比較成長価は軽度反比例する傾向がある.

細胞密度の時間的経過をわかり易 くす る為に全例

の細胞密度指数の分布 と,平 均細胞密度指数をグラ

フにすれば第8図 に示すようになる.本 表より培養

6時 間以後時間の経過 と共に細胞密度はゆるやかに

減少して行 く傾向が見 られる.

A, B, Cを 比較すると細胞 密度の最大なるものは

健常家兎大腿骨骨髄培養で,次 は胸廓成形術切除肋

骨骨髄培養であり,健 康人胸骨穿刺材料の培養が最

小を示 した.

第10表　 細 胞 密 度 指 数 の 経 過

健 常 家 兎 大 腿 骨 々 髄
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第8図　 平均細胞密度指数と細胞密度指数の分布

健常家兎大腿骨々髄

第3節　 細胞遊走速度の経過

私は骨髄組織培養に於ける増生細胞の機能を知る

為に,人 の場合は好中球の,家 兎の時は偽好酸球の

遊走速度を細胞運動が停止する迄時間を追つて計測

した.

A. 健康人胸骨穿刺材料の培養

10例の培養各時間に於ける10個の好中球遊走速度

を求め,之 等の平均遊走速度を算出した.全 例を表

記すれば繁雑になるので,実 験Nr. 6を 代表例 とし

て各時間の遊走速度の速いものか ら書 くと第11表 の

如 くである.本 表より培養3時 間の最大好中球遊走

速度は24.21μ/mで 最小遊走 速度は9.47μ/mで

ある.之 より同一実験例の同じ培養時間でも,個 々

の好中球によつて速度にかなりの差異のある事が数

字的に知る事が出来る.

各例に就いて好中球の平均遊走速度を最終比較成

長価の大なる例から並べ,培 養各時間に於ける10例

の好中球平均遊走速度の更に平均値を算出すれば,

第12表 の通りである.本 表より好中球の遊走停止時

間は96～144時 間である,又 好中球平均遊走速度の

最大は培養3時 間の21.52μ/mで あ り, 10例 の好

中球平均遊走速度の最大は培養3時 間で15.24μ/m

である.又 好中球平均遊走速度 と,比 較成長価とは

極 く軽度に比例する傾向が見 られる様である.

第12表 をわかり易 くす るために10例の好中球平均

遊走速度 と,全 例の好中球平均遊走速度の分布をグ

ラフに書 くと第9図 になる.即 ち10例の好中球平均

遊走速度の推移曲線は培養24時 間迄は,か なり急に

速度の低下を見て,以 後は緩慢に速度が遅 くなつて

行 くのがわかる.

B. 胸廓成形術切除肋骨骨髄培養

個々の好中球遊走速度の表はAの 所で記したのと

同じ傾向であり,繁 雑になるので省略する.実 験 し

た10例 の好中球平均遊走速度を最終比較成長価の大

なるものから列記 し,培 養各時間に於ける10例の平

均値を求めると第13表 の如くである.之 より好中球

の遊走停止時間は144～168時 間に達する.好 中球平

均遊走速度の最大は実験Nr. 15に 於 け る培養6時

間の15.58μ/mで あり, 10例 の平均値 の最大は培

養直後に於ける10.51μ/mで あ る. 第13表 より好

中球の平均遊走速度と比較成長価とは少 し正比例す

る傾向が見られるようである.

第11表　 好 中 球 遊 走 速 度 の 経 過

健 康 人 胸 骨 穿 刺 材 料

第13表 のみではわか りにくいので,好 中球平均遊
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第12表　 好 中 球 平 均 遊 走 速 度 の 経 過

健 康 人 胸 骨 穿 刺 材 料

第13表　 好 中 球 平 均 遊 走 速 度 の 経 過

胸 廓 成 形 術 切 除 肋 骨 々 髄

第9図　 好中球平均遊走速度の分布及びその平

均曲線　 健康人胸骨穿刺材料

第10図　 好中球平均遊走速度の分布及びその平

均曲線　 胸廓成形術切除肋骨々臆
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走速度の平均値と,全 例の好中球平均遊走速度の分

布をグラフにすれば第10図 となる.此 のグラフより

好中球平均遊走速度は培養9時 間迄はかなり急に速

度の低下が見 られるが,以 後は極 くゆるやかに速度

が遅 くなるのが知れる.

C. 健常家兎大腿骨骨髄培養

Bの 所で記 したのと同じ理由か ら個々の偽好酸球

遊走速度の表は省略す る. Aと 同様に実験 した10例

に就いて偽好酸球平均遊走速度及び之等の平均値を

求めると第14表 になる.本 表より偽好酸球の遊走停

止時間は120～144時 間 で,偽 好酸球平均遊走速度の

最高は培養直 後 に於 ける19.51μ/mで, 10例 の 平

均値の最高 は培養直後 の14.17μ/mで あ る.

第14表　 偽 好 酸 球 平 均 遊 走 速 度 の 経 過

健 常 家 兎 大 腿 骨 々 髄

Aと 同じく全例の偽好酸球平均遊走速度の分布と,

之等の平均値の時間的経過をグラフに示せば第11図

の如くである.之 より偽好酸球平均遊走速度の平均

値の推移曲線は,培 養24時 間迄は速度の低下は強 く,

それ以後は徐々に遅くなつて行 くのがわかる.

第11図　 偽好酸球平均遊走速度の分布及びその

平均曲線 健常家兎大腿骨々髄

第4節　 細胞増生帯に於ける細胞活動の経過

A. 健常家兎大腿骨骨髄培養(第2図 及び写真

4, 5)

細胞増生帯の原組織に近い所 と,周 辺では次に述

べるように培養経過により,細 胞の運動性及び細胞

の種類,成 熟度に差違が見 られるので,私 は細胞増

生帯を原組織に近い方から中心部,中 間部,周 辺部

の3層 に分けた(第2図).

培養後時間を追つて観察すれば細胞増生帯に於け

る細胞活動の推移を3期 に分ける事が出来る.即 ち

培養12時 間迄を初期, 48時 間迄を中期,そ れ以後を

末期と名付けた.以 下培養経過を遂時的に記載す る.

Ｉ. 初 期

培養1時 間では細胞増生帯を殆んど偽好酸球が占

め活溌にアメーバ様運動 をしている(写 真4).中

心層に少数の好酸球を認めるが,運 動は未だやや不

活溌である. 3時 間では偽好酸球が多様な形で最も

活溌に遊走 し,好 酸球も盛んに運動 している(第2

編写真5,第3編 写真4, 5).中 心部 に淋巴球,

次いで単球 も出現 し始めるが,そ れ等の数は少ない.

周辺部は殆んど偽好酸球のみで,他 の部に比 し周辺

部の細胞が最 も活溌に遊走している.中 心部は円形

を呈した白血球が多 く運動性は他の部に比 して最も

劣り,後 骨髄球,骨 髄球,前骨髄球,骨髄芽球,淋 巴

球,単 球が見られ特に後骨髄球,骨 髄球が多く存在
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している.次 に6時 間では好酸球が中間部に達し,

盛んに遊走している.中 心部では幼弱白血球が次第

に成熟 して,成 熟細胞の%が 少しつつ増 して来る.

其の他の事は3時 間目と殆んど同様である.培 養9

時間では6時 間の頃と変化がない. 12時間では好塩

基球(第3編 の写真6),淋 巴球次いで単球(第2

編の写真4, 8, 9)の 順に中間部 に達 し,各 細胞

は活溌に運動 している.周 辺部は偽好酸球が殆んど

で,他 の部に比 し最も活溌にアメーバ様運動を営ん

でいる.

即ち初期は偽好酸球が最も活溌に運動し,細 胞分

裂の一番旺盛な時期である.

Ⅱ. 中 期

培養24時 間では周辺部の偽好酸球運動が少し衰え

て来たので中間部と周辺部の細胞運動が同程度にな

る.然 し中心,中 間部では単球,淋 巴球が比較的活

溌に運動 している.中 心部には脂肪細胞を認ある事

が出来 る. 36時間では線維芽細胞が少数中心部に出

現 し始め,次 い で48時 間では増生面積の増大が停

止するに至る.周 辺部の偽好酸球運動が不活溌にな

つて来たので,中 間部の細胞が最も活溌に運動 して

いる.然 し乍 ら初期の周辺部の細胞遊走に比較すれ

ばかなり不活溌である.淋 巴球 も運動がやや不活溌

になり始めた.

Ⅲ. 末 期

培養72～96時 間では白血球は変性顆粒,空 胞を増

し変性現象が増加 し,単 球の運動もやや不活溌とな

る.線 維芽細胞は 中心部 で次第 に数を増 している

(写真5). 96～144時 間では周辺,中 間部の白血球

運動が衰え,そ の為に中心部の白血球が最も活溌に

運動するに至る.但 し中期の他の部位の白血球運動

よりは劣つている.白 血球は遊走性漸次低下し,変

性顆粒,空 胞,胞 体膨化,胞体萎縮高度となり,成熟

白血球 も円形化したものが増し,不 動性になるもの

が次第に其の数を増 して来る.次 いで白血球の胞体

位置移動が見られなくなつて,胞 体内顆粒の分子運

動のみ行 うようになり,遂 に120～144時 間頃白血球

の動きは全 く認められなくなる.即 ち末期は線維芽

細胞が数を増 し,白 血球の変性現象が漸次高度 とな

り,白 血球の動きが全 く停止するに至る時期である.

B. 健康人胸骨穿刺材料及 び胸 廓成形術切除肋

骨骨髄の培養

Aの 場合とよく似ているが異なる所を記すと,も

とより偽好酸球がな く,そ れに相当するのは好中球

である事が一番大きな相違点である.初 期より中期,

中期より末期への移行がAに 比 し両者共速い傾向が

あり,健 康人胸骨穿刺材料の培養にこの傾向が強い.

又線維芽細胞の数もAに 比 し胸廓成形術切除肋骨骨

髄培嚢,次 いで健康人胸骨穿刺材料の培養の順に少

ない.

第4章　 総 括 及 び 考 按

健康人胸骨穿刺材料,胸 廓成形術切除肋骨骨髄及

び健常家兎大腿骨骨髄の各々に就いて10例つつ実験

を行つたが,そ の成績を総括すると次の如くである.

A. 増生面積の経過　 各実験材料に就いて遂時

的に投影面積,実面積,絶 対成長価 比較成長価及び

平均比較成長価を算出した.健 康人胸骨穿束1財料の

培養では面積の増生は18時 間迄見 られ,そ の時の平

均比較成長価は10.64で,胸 廓成形術切除肋骨骨髄で

は面積の増生は36時間続き,そ の際の平均比較成長

価は16.90で,健 常家兎大腿骨骨.髄培養の面積の増

生は48時間に及び,その時の平均比較成長価は45.37

であつた.即 ち増生面積の大きさ及び面積の増生持

続時間は健常家兎大腿骨骨髄培養が最 も勝り,次 い

で胸廓成形術切除肋骨骨髄培養で健康人胸骨穿刺材

料の培養が一番劣つている.各 実験材料に於ける平

均比較成長価の推移曲線はほぼ抛物線を呈する.

B. 細胞密度の経過　 細胞密度指数及び平均細

胞密度指数を時間を追つて求めた.平 均細胞密度指

数は健康人胸骨穿刺材料の培養18時 間では52で,胸

廓成形術切除肋骨骨髄の培養24時 間では54であり,

健常家兎大腿骨骨髄の培養24時 間では67である.即

ち細胞密度の最大なるものは健常家兎大腿骨骨髄培

養,次 いで胸廓成形術切除肋骨骨髄培養であり,健康

人胸骨穿刺材料の培養が最小を示 した.平 均細胞密

度指数の時間的経過は緩慢に減少して行 く傾向が認

あ られる.又 細胞密度指数は比較成長価と反比例す

る傾向が少し見られる.増 生帯の細胞密度は中心部,

中間部,周 辺部の順に大である.

C. 細胞遊走速度の経過:　 同一実験例の同じ培

養時間でも,個 々の好中球によつて速度にかなりの

差違がある.遂 時的に人の場合は好中球,家 兎の時

は偽好酸球の平均遊走速度を,更 に之等10例 の平均

値を求あた.即 ち健康人胸骨穿刺材料の培養では好

中球平均遊走速 度 の平均値の最大は培養3時 間の

15.24μ/mで あり,好 中球の遊走停止は培養4～6

日目である.胸 廓成形術切除肋骨骨髄培養では好中

球平均遊走速度の平均値の最大は培養直後に於ける

10.51μ/mで あり,好中球の遊走停止は培養6～7日
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目である.健 又常家兎大腿骨骨髄培養の偽好酸球平

均遊走速度の平均値の最高は培養直後の14.17μ/m

であり,偽 好酸球の遊走停 止は培養5～6日 目であ

る.平 均遊走速度の平均値の推移曲線は,培 養9～

24時間迄はかなり急に速度は低下 し,以 後緩慢に速

度が遅 くなる.又 平均遊走速度と比較成長価 とは極

く軽度に正比例する傾向がある.

D. 細胞増生帯に於ける細胞活動の経過:　 細胞

増生帯を原組織に近い方から中心部,中 間部,周 辺

部の3層 に分けた.細 胞増生帯に於ける細胞活動の

経過を時間を追つて記載 し,培 養12時 間迄を初期,

 48時間迄を中期,そ れ以後を末期とした.即 ち初期

は各細胞特に偽好酸球(好 中球)が 最 も活溌に遊走

し,細 胞分裂の一番旺盛な時期である.中 期は骨髄

系細胞及び淋巴球の遊走速度が衰え始め, 3層 の中,

中間部の細胞が最 も活溌に運動する.培 養36時 間目

頃より線維芽細胞が出現し始め,増 生面積の増大が

停止する時期である.末 期は線維芽細胞が中心部で

その数を増し,各 層の中,中 心部の細胞が最 も活溌

に運動する.白 血球は変性現象が次第に高度になり,

運動性が漸次低下 し,遂 に運動を停止するに至る時

期である.各 実験材料に就いて比較 し,初 期より中

期,中 期より末期への移行の早い順位及び線維芽細

胞の少ないものから記すと,健 康人胸骨穿刺材料,

胸廓成形術切除肋骨骨髄,健 常家兎大腿骨骨髄培養

の順である.

以上の私の実験成績に就いて聊か考按を試みる.

1. 増生面積,細 胞密度に就いて:　 仲田,高野78)

は家兎の脾臓組織培養に対する各種 ビタミンの影響

を研究し,そ の際増生 面積 に就いて単にオクラー

ル ・ミクロメーターで左右横径,前 後縦径のみを測

定 している.然 し乍 ら培養 した組織や増生面積は不

整な形を呈するものであり,私 が実験 したようにす

れば,「投影面積」からAbbe氏 描画器により投影

された面積,「実面積」から植えた組織の面積と培養

各時間に於ける組織の実面積,「絶対成長価」から培

養して実際に大きくなつた面積,「比較成長価」から

培養 した面積と原組織の面積との割合が知れるので,

氏等の方法よりは遙かに勝つている.又 氏等は細胞

密度に関 しては単に多い少ないとのみ記して,数 字

的に表現 しておらず,増 生帯の部位的関係には言及

していない.私 はこの点細胞密度を数字的に表現 し,

更に増生帯各層に就いて経時的に計測 した.福 光34)

は種々の大きさの鶏胎児心臓片 と脾臓片とを培養 し

て比較成長価を算出し,原 組織片の面積に余り大な

る差違 のない限 り比 較成長価 には殆んど差が認め ら

れないと述べてい る.私 も此の点 に留意 して培 養 し

た組織の大 きさが0.5～1.5mm2以 内 の ものに就 い

てのみ実験 成 績 を 出 した.次 に栗山66)は 家兎 の副

腎を発 育促進 物 質 として脾 浸 出液を用いてCarrel

壜 培 養を行ない,水 溶性 ビタ ミンの作用を研究 し,

原 面積,比 較成長価,成 長係 数を出 してい る.又 大

谷86)田)はCarrel壜 法 で鶏胎児 の心臓,虹 彩,脾 臓,

肺臓 の培養を して, P32の 影 響 を観 察 し,比 較成

長価 を求めてい る.然 し乍 ら栗山66),大 谷86) 87)は

骨髄 の培養 はして居 らず,又Carrel壜 培 養法なの

で,細 胞 密度 は見 る事 が出来ず,之 に就 いては全 く

言及 していない.即 ち骨髄 組織培養 で投 影面積,実

面積,絶 対成長価,比 較成長価を遂時的 に求めた人

は,之 迄見当 らない.更 に細胞密度 を数字的に表現

し,増 生帯の各層に就 いて時間を追つて観察 した人

も之迄全然み られない.

2. 細 胞 遊走速度 に就いて:　 細胞遊走速度を始

めて記載 したのは1913年Comandon-Levaditi-Muter-

milch19)で あ り,氏 等 は映画を用いて脾臓の細胞が

3分 間に10μ 移 動 した と書いてい る.次 いで同年

Jolly58)は 白 血球の運動を描画器 により紙上 に投影

して遊走速度 を測 り,人 白血球は37° で15.5μ/m,

兎 の 白血球は38° で16.3μ/mで あ つ た と記 して

い るが,白 血球の種類 に就 いて は明記 していない.

 1919年Comandon18)は 映 画 によ る血球 細胞 の速度

測定法を 記 載 し,人 白 血球 は35° で25.2μ/m遊

走 したと書いてい る.然 し映画の写真は1枚 も掲載

されてお らず,白 血球 の種類 も記 していない. 1923

年Mc Cutcheon72)は 手 指を刺 して出 た血液を37°

で超生体観察 し,顆 粒球遊走速度が34.1μ/mで,

淋 巴球 はrelative immobilityで あつ たと書いてい

る. 1927年Philipsborn89)は 枸 櫞 酸 曹 達 溶液を加

えた血液 の石英覆蓋 硝子標本で,細 胞運動を鏡筒中

の網眼 ミクロメー ターを通 して観察 し,そ れを傍の

方眼紙上 に描画器を使用せ ずに自由手で画 き,後 に

紙上 の曲線を曲線計 で計測 し,健 康人の好中球遊 走

速度 は38° で34.0μ/mで あ つ た と記 している.

然 し乍 ら氏の方法 は粗 雑だ と言 わざるを得ない.

飜 つて本邦で は1928年 杉 山 ・森105)は 家 兎白血球

に就いて中性紅 超 生 体染色 標本を37℃ に保つて測

定 し,偽 好酸球 の全 平 均速度13.3μ/m,肥 胖 白血

球13.0μ/m,好 酸 球7.5μ/m,淋 巴球7.3μ/m,

単 球2.3μ/mで あ つた と述べ,又 翌 年 同氏等は人

白血球に就いて観察 し,好 中球 は22.05μ/m,好 塩
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基球15.70μ/m,好 酸球18.67μ/m,淋 巴球2.94μ/m,

単球3.16μ/mで あつたと述べている.そ の後末梢

血白血球に就いては先ず健 康人 に関 しては植木118)

が人好中球の遊走速度を31.7μ/mと し,小 野田85)

は好中球27.7μ/m,好 酸球18.3μ/m,淋 巴球3.8μ/m,

単球3.5μ/mと 記 し,田 村110)は 健康婦 人9名 の

好中球の平均を29.79μ/mと し,久野46)は健康人10

名の好中球の平均遊 走速度は28.19μ/mと 書いて

いる.又 家兎に関 して は植木118)は偽好酸球の遊走

速度を26.94μ/mと し,塚本115)は偽好酸球25.9μ/m,

好酸球22.4μ/m,淋 巴球5.3μ/mと し,渡 辺123)

は単球の速度を2.03μ/mと 記している.

以上の如 く末梢血白血球の遊走速度に関する研究

は枚挙に暇がないが,之 に反して骨髄内白血球の遊

走速度を測つた人は極めて少なく,之 を始めて測定

したのは坂野95)で ある.氏 は1938年1貧 血患者の末

梢血白血球の遊走速度を測り,そ の論文の最後に少

数例に就いて骨髄穿刺液中の白血球遊走速度を測定

している.そ の後井上53)は 骨髄 内細胞の遊走機能

を中性紅で超生体染色をして観察している.然 し乍

ら骨髄組織培養を行なつて白血球の遊走速度を時間

を追つて測定 したのは全 く私が最初である.

扨て私の実験成績では健康人胸骨穿刺材料の培養

3時 間に於ける好中球平均遊走速度の10例の平均値

は15.24μ/mで,健 常家兎大 腿骨骨髄培養の直後

に於ける偽好酸球 平均遊走速度の10例の平均値は

14.17μ/mで あり,上 記の人達の遊 走速度より低

値を示 している.之 は上記の研究は載物-覆 蓋硝子

標本であるのに対 し,私 の場合は組織培養法なので

媒質に線維素が多く粘稠である事,又 同じ好中球,

偽好酸球でも末梢血中のものに比 し,骨 髄内のもの

は成熟度が低い事,又 載物-覆 蓋硝子標本では白血

球の両面が硝子に着いているのに対し,培 養法では

白血球の片面のみしか硝子に附着しないので,第2

編で述べる白血球運動周期の静止期が長 くなる事,

又第2, 3編 で述べるように好中球 偽好酸球は物に

附着して這 うような運動であるから載物-覆 蓋硝子

標本では白血球の附着面が大きい為,遊 走速度が速

くなる事等に基 くものと考え られる.私 は其他の白

血球種に於 ける遊走速度に就いては第3編 に記すが,

単球及び淋巴球の遊走速度は上記の人々の実験成績

よりも大となつた.こ の理由として上述の如 く好中

球,偽 好酸球,好 酸球は物に附着して這うような運

動方式なのに対し,単 球は泳ぐような運動様式であ

る事,又 浜田38)が 指摘しているよ うに,氏 の実験

では無染色超生体観察によ る淋 巴球 の遊走速度は

12.60μ/mで あるのに10,000倍 中性紅超生体染色

標本では3.73μ/mで あ り,淋 巴球,単1球 では他

種白血球より中性紅に対し大変弱いと述べている事

等が考え られる.

杉山 ・森105)は家兎の偽好酸球を中性紅で超生体

染色 して37° に保てば, 6 1/2～11時 間で運動が完

全に停止 したと記 している.小 野84)は 家兎の薄層

無染色標本を38° に保ち,細 胞運動 で細胞の生死

を判定すると,偽 好酸球の生存期間の極限は18時間

であつたとしている.又 田上107)は家兎を撲殺し,

温度を20度 に保ち時間おきに心臓血の超生体観察を

行なうと,偽 好酸球は78時 間で完全に運動が見 られ

な くなつたと述べている.之 に対 し私が実験した健

常家兎大腿骨骨髄 培養 では偽.好酸球の遊走停止は

120～144時 間であつた.又 人に関してはDeetjen23)

は超生体観察で24～48時 間で白血球の運動が停止す

るとし,植 木117),大 川82)同 じく超生体観察で1個

の新鮮標本に就いて好中球は8～10時 間半で不動に

なると述べている.又 塚本116)は3%枸 櫞 酸曹達を

加えた血液を37° に保ち,時 間的 に取出して観察

し, 48時間後には全 く遊走する細胞は認められない

と書いている.之 に対し私の行なつた胸廓成形術切

除肋骨骨髄培養では好中球の遊走停止は144～168時

間に及び,健 康人胸骨穿刺材料の培養では好中球の

遊走停止は96～144時 間であつた.以 上の如 く私の

実験成績では偽好酸球,好 中球の遊走時間が他の人

の成績より長いが,之 はもとより上記の諸氏の方法

が超生体であるのに対 し,私 の方法が培養法である

が為である.こ の点からも骨髄組織培養法は超生体

観察法等よりも,白 血球の生態観察に適 している事

が明 らかである.

小野84)は 無染色の超生体標本と10,000倍 中性紅

を使用した超生体染色標本で,家 兎白血球の生存期

間を比較して約1/3,又1,000倍 の中性紅による超生

体染色標本に於ては約2/3だ け生存期間が短縮する

と記している.植 木117)は 人の好中球遊走速度を無

染色の超生体標本で測定 し,こ の速度を1と すると,

10,000倍 中性紅超生体染色標本の遊走速度は約0.8

の比で減少すると書 いている.又 浜田38)は前述し

たように10,000倍 中性紅色素が淋巴球の遊走速度に

及ぼす影響を見ている.こ のように比較的作用が少

ないとされている中性紅に於ても白血球にはかなり

の悪影響が見 られるので,私 は遊走速度の測定を始

め,増 生帯の細胞観察等の実験には色素は使用 しな
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かつた.い づ れにせ よ細胞遊走速度を測るのに杉

山103) 109) 105),森105),久 野46)を 初め殆んどの人が中

性紅による超生体染色標本を使用 しているのは妥当

でないと思われる.

3. 細胞増生帯の細胞活動に就いて. Foot32) 33)

は鶏の骨髄培養を行ない, 2日 目には増生帯は3層

に分れ,中 層に最も盛んな細胞運動が見られ,内 層

には円形細胞が多 くて運動性少な く,外 層は脂肪貪

喰細胞が多いと記している.氏 の記載 している細胞

活動の状況はかなり私の観察 した所見 と類似 してい

るが,脂 肪貪喰細胞に就いての記載は理解に苦 しむ

処である.即 ち私の観察では同細胞は中期に中心部

にみ られるが,中 間部乃至周辺部には全経過を通じ

てみ られていない. Foot32) 33)と 私 とでは使用動物

が異なるので一概にも云えないと思われるし,或 は

又Foot32) 33)の記載の細胞には周辺部の変性遊走細

胞も混同されているのではないかとも思われる.尚

氏は2日 目に初めて増生帯が3層 に分れるとしてい

るが,私 は培養3時 間では中心部と周辺部の2層 で

あるが,培 養6時 間目になれば3層 に分ける事が出

来ると考えている.

Foot32) 33)は 鶏 の, Grossmann37)は 海 〓の,

 Weitzmann & Posern125)は 人 の,河 嶋60),原41) 42)

は鶏の骨髄を培養して,増 生帯の細胞活動の推移を

観察 しているが,そ の所見は略々私の所見と同様で

ある.し か し細胞活動 の経過を河嶋60)は 日を単位

に見ているので不充 分であり,原41) 42)は固定染色

標本で白血球内部微細構造の経過を主として見てお

り,培 養24時 間迄 しか観察していない.之 等の人々

の所見と異る所 を 記すと, Grossmann37)は 海〓で

培養4～6時 間で初めて偽好酸球,好 酸球が出現 し

始め,淋 巴球は2日 目に出現 して来るとしているが,

私は人及び家兎に於て培養1時 間以内に白血球の出

現を認め,淋 巴球は培養3時 間で原組織の近 くに認

める事が出来た.河 嶋60)は 骨髄 芽球,前 骨髄球が

アメーバ様運動を行い,骨 髄球は旺盛に運動すると

述べ,又 原41) 42)は前骨 髄球が遊走すると述べてい

るが,之 に対 して天野2)は 之等の細胞は単球系細胞

であろうと記 している.こ の点に関 し私は第3編 で

述べるが,人 及び家兎に於ては骨髄芽球,前骨髄球は

絶対にアメーバ様運動をする事はな く,又 骨髄球も

旺盛に運動する事はない.原41) 42)は培 養4時 間で骨

髄球が周辺部に見られると述べているが,私 はこの

ような所見は見る事が出来なかつた.又氏は培養6～

9時 間では桿状核及び分葉核白血球は極 く少数 しか

見 られないとしているが,私 の所見では増生帯に多

数認める事が出来た.線 維芽細胞の出現に関しては

Bermann6)が 海〓で48時間で認め,河 嶋60)は鶏で

24時 間で見ている.私 は人及び家兎で線維芽細胞の

出現を36時 間で認める事が出来たので,略 々同様で

あつた.細 胞遊走の最終停止に就いてGrossmann37)

は海〓で6日 であ ると言い, Foot32) 33)は鶏で6～

8日 間培養組織の生命を認めているので,大 体私の

所見と同じである.

増生帯の細胞活動性は初めは周辺部,次 いで中間

部,最 後に中心部が最 も旺盛になる事を認めている.

即ち周辺か ら次第に中心に細胞活動の最 も盛んな層

が移動するが,之 は原組織及び中心部で細胞分裂が

行なわれ,変 性現象は周辺部から次第に初まる為と

考え られる.

第5章　 結 論

健康人胸骨穿刺材料,胸 廓成形術切除肋骨骨髄及

び健常家兎大腿骨骨髄培養の経過を観察し,次 の結

論を得た.

1. 健康人胸骨穿刺材料の培養では増生面積の増

大は18時 間迄 見 られ,そ の時 の平均比較成長価は

10.64で,胸 廓成形術切除肋骨骨髄培養では面積の増

生は36時間続き,そ の際の平 均比較成長価は16.90

で,健 常家兎大腿骨骨髄培養の面積の増生は48時 間

に及び,そ の時の平均比較成長価は45.37で あつた.

各実験材料に於ける平均比較成長価の推移曲線はほ

ぼ抛物線を呈する.

2. 平均細胞密度指数は健康人胸骨穿刺材料の培

養18時 間では52で,胸 廓成形術切除肋骨骨髄の培養

24時間では54で あり,健 常家兎大腿骨骨髄の培養24

時間では67である.

3. 健康人胸骨穿刺材料の培養では好中球平均遊

走速度の平均値の最大は培養3時 間の15,24μ/mで,

好中球の遊走停止は培養4～6日 目であり,胸 廓成

形術切除肋骨骨髄培養では好中球平均遊走速度の平

均値の最大は培養直後に於ける10.51μ/mで,好

中球の遊走停止は培養6～7日 目であり,健 常家兎

大腿骨骨髄培養の偽好酸球平均遊走速度の平均値の

最高は培養直後の14.17μ/mで,偽 好酸 球の遊走

停止は培養5～6日 目である.

4. 細胞増生帯を原組織に近い方から中心部,中

間部,周 辺部に分けた.細 胞増生帯に於ける細胞活

動の経過を初期,中 期,末 期に分けて,時 間を追つ

て観察 した.
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擱筆するにあたり,終 始御懇篤なる御指導並びに

御校閲を賜わつた恩師平木教授,大 藤助教授に厚 く

感謝致します.

(本論文の要旨は第16回 日本血液学会総会に於い

て私が,又 第9回 日本内科学会中国四国地方会に於

いて大藤助教授の特別講演の一部として発表した).

(文献は第3編 に一括して記載する)

写 真 説 明

写真1　 増生面積の測定.教 室改良型加温箱, Abbe氏 描画器及び三角台を使用す.

写真2　 顕微鏡映画撮影装置の全景.映 画撮影法の項で機材の説明をする.

写真3　 原組織と細胞増生帯.健 康 人胸骨穿刺材料の培養18時間.倍 率40倍 の明視野顕微鏡で写真撮影

した.

写真4　 細胞増生帯で活溌 に遊走する偽好酸球. A及 びB型 運動を行つている.倍 率1000倍 の明視野顕

微鏡で写真撮影した.

写真5　 中心層に出現 した線維芽細胞.健 常 家兎大腿骨々髄培養72時 間.倍 率1000倍 の明視野顕微鏡で

写真撮影 した.

Studies on Bone-Marrow Tissue Culture

Part 1. On the Course of Bone-Marrow Tissue Culture

By

Zenji Watari

Department of Internal Medicine, Okayama University Medical School

(Director: Prof. Kiyoshi Hiraki)

By performing tissue culture of the bone-marrow aspirated from the sternum of normal 

 persons, ribs removed at the thoracoplastic surgery, and from the femur of normal rabbit,

 the author observed the course of the bone-marrow tissue culture, and obtained the following 

results.

1. In the bone-marrow tissue culture of the human sternum the growth area keeps on 

increasing up to 18 hours of the culture and its average relative growth rate is 10 .64; in 

the case of the rib removed at thoracoplastic surgery it lasts for 36 hours and the average 

of its relative growth rate is 16.90; and in the case of the rabbit femur it lasts for 48 

hours and the average of its relative growth rate is 45.37. The fluctuation curve of the 

average relative growth rate in each case is somewhat like a parabola .

2. The average of the cell density index in the case of human sternum is 52 at 18 

hours after the start of calture; in the case of the rib removed at the thoracoplastic sur

gery it is 54 after the 24-hour culture; and in the case of the rabbit femur it is 67 after 

the 24-hour culture.

3. In the case of the sternum of normal persons the average value of wandering velo

city of neutrophils reaches the maximum of 15.24ƒÊ/m three hours after the start of the 

culture and neutrophils cease wandering on the fourth-sixth day of the culture; in the case 

of the rib removed at the thoracoplastic surgery the average of the wandering velocity 

reaches the maximum of 10.51ƒÊ/m, and the wandering of neutrophils ceases in the sixth to 

seventh day of the culture; and in the case of normal rabbit femur the average wandering
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velocity of pseudoeosinophils reaches the maximum of 14.17ƒÊ/m immediately after the start 

of the culture and the wandering of pseudoeosinophils stops on the 5th to 6th day of the 

culture.

4. The cell growth area is divided into the central, intermediate and peripheral zones. 

The course of cell activity in the growth area is divided into the initial, middle, and 

terminal stages, and obsewations have been carried on from stage to stage.
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